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Resumen

El envejecimiento es un proceso complejo y deletéreo que afecta a todos los érganos
y sistemas de los organismos. El sistema nervioso se ve morfolégica y
funcionalmente afectado durante el envejecimiento normal y algunos de los
marcadores de envejecimiento, como el estrés oxidante, la inflamacién y la
senescencia, se han propuesto como reguladores clave del declive cognitivo y de
algunos proceso neurodegenerativos. El sulforafano (SFN) es una hormetina que
activa la respuesta antioxidante y antiinflamatoria. Debido a eso, evaluamos si el
tratamiento cronico con SFN es capaz de prevenir el dafio cognitivo relacionado con
la edad en ratas Wistar hembras y machos de distintas edades. Se evaluaron
parametros redox, inflamatorios y de senescencia en individuos adultos (15 meses) y
viejos (21 meses) después de ser tratados por 3 meses con SFN. Se emplearon
ratas de 4 meses no tratadas, como control joven. La respuesta antioxidante, el
estado redox (GSH/GSSG), dafio oxidante, el perfil de citocinas y quimiocinas, y los
marcadores de senescencia fueron evaluados en la corteza cerebral (Cx) y en el
hipocampo (Hc). Nuestros resultados mostraron que SFN restaurd el estado redox,
disminuyd las moléculas proinflamatorias y previno la senescencia en la Cx e Hc de
ratas adultas, retrasando asi el deterioro cognitivo de forma dependiente del sexo,
pero no tuvo efectos en los animales viejos. Nuestros resultados sugieren que el
tratamiento puede prevenir, mas no revertir el dafio neuronal, con lo que proponemos
el uso de hormetinas como el SFN para prevenir el dafio del sistema nervioso central

asociado al envejecimiento en animales maduros.



Abstract

Aging is a complex and detrimental process, which disrupts most organs and systems
within the organisms. The nervous system is morphologically and functionally affected
during normal aging, and some hallmarks of aging as oxidative stress, inflammation
and senescence have been purposed as main regulators in age-associated nervous
system damage, leading to cognitive decline and neurodegenerative processes.
Sulforaphane (SFN) is an hormetin that activates the antioxidant and anti-
inflammatory responses. So, we aimed to evaluate if SFN long-term treatment was
able to prevent age-associated cognitive decline in adult and old female and male
rats. Several redox, inflammatory and senescence parameters were evaluated in
adult (15-month-old), and old (21-month-old) female and male Wistar rats after three
months of SFN treatment. Young rats (4-month-old) were used as age controls. The
antioxidant response induction, the redox state (GSH/GSSG), oxidative damage,
cytokines and chemokines profile, and senescence markers were determined in the
brain cortex (Cx) and the hippocampus (Hc). Our results showed that SFN restored
redox homeostasis, reduced pro inflammatory molecules, and prevent senescence in
the Cx and Hc of adult rats, thus preventing cognitive decline in both sexes; however,
the neuroprotective responses were not the same in male and female. These results
suggest that SFN mainly prevents rather than reverts neural damage; though, there
might also be a range of opportunities to use hormetins like SFN, to prevent age-

associated damage in old animals nervous system.
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1. Introduccién

1.1. Envejecimiento

La poblacién mundial de personas adultas mayores (PAM) ha incrementado en las
ultimas décadas. En 2015, una de cada ocho personas eran mayores de 60 afios, es
decir, aproximadamente 901 millones de personas alrededor del mundo eran PAM, y
se calcula que para el afio 2030 el nUmero de este grupo etario sea mayor que el
namero de nifios de 0 a 9 afios, alcanzando un numero aproximado de 1,400

millones de personas a nivel mundial (United Nations, 2015).

Recientemente el INEGI publico que de 1990 al 2020 la poblacién de 60 afios y mas
pasd de 5 a 15.1 millones, lo cual representa un aumento del 6% al 12% de la
poblacion total. En ese afio, por grupos de edad, el 56% de las PAM se encontraba
entre 60 a 69 afos, el 29% entre 70 a 79 afos y el 15% eran PAM de 80 afios o
mas. La distribucion resultd ser similar entre hombres y mujeres, destacando que la

proporcion fue ligeramente mas alta en las mujeres de 80 afios y mas (INEGI, 2021).

El nimero creciente de PAM alrededor del mundo ha incrementado la incidencia de
un conjunto de padecimientos denominados “enfermedades asociadas a la edad”,
incluyendo a las patologias cardiovasculares, diversos tipos de cancer y un creciente
namero de enfermedades neurodegenerativas y desérdenes cognitivos (World Health

Organization, 2015; Gassen, et al., 2017).

A nivel fisiologico el envejecimiento puede definirse como un proceso multifactorial,

universal, progresivo y deletéreo, que ocurre en los seres vivos con el paso del



tiempo y se caracteriza por el declive de las funciones de los organismos,
incrementando su vulnerabilidad y, finalmente, llevandolos a la muerte (Strehler,

1962; L6pez-Otin et al., 2013; World Health Organization, 2015).

Hace algunos afos se propusieron nueve marcadores celulares del envejecimiento
(L6pez-Otin et al,, 2013) que son: inestabilidad gendmica, acortamiento de
telomeros, alteraciones en el perfil epigenético, alteracion de la proteostasis,
desregulacion en la deteccion de nutrientes, disfunciébn mitocondrial, senescencia
celular, desgaste de células madre y comunicacion celular alterada. Entre ellos no se
encuentra el estado redox, pero ya se ha reconocido que la regulacion redox puede

ser un eje que regule a las otras caracteristicas (Jones, 2015).

1.2. Envejecimiento y su relacién con el estado redox

El estado redox esta dado por el balance de las especies quimicas oxidantes y
antioxidantes en la célula; este balance puede definirse como un equilibrio dinamico
entre las moléculas oxidantes, como las especies reactivas de oxigeno (ERO) o las
especies reactivas de nitrogeno y por las especies antioxidantes, ya sean
enzimaticas (ej. GSH, vitaminas C, D y E) o no enzimaticas (ej. superéxido

dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa), (Zoccarato et al., 2022).

Cuando las moléculas prooxidantes incrementan hasta el punto en que las especies
antioxidantes existentes no son suficientes para contender con ellas y mantener la
homeostasis, la célula entra a un estado llamado estrés oxidante, el cual promueve la

oxidacion de biomoléculas al alcance de las especies oxidantes (Liguori, et al., 2018).



Denham Harman (1956) propuso que el envejecimiento podria estar dado por la
acumulacion de biomoléculas oxidadas durante la vida de un organismo,
particularmente durante el estrés oxidante, lo que incrementa la probabilidad de

desarrollar alguna enfermedad o incluso, morir.

Por muchos afios, se ha considerado al estrés oxidante como uno de los marcadores
del envejecimiento. Sin embargo, esta teoria no logré explicar totalmente el proceso
de envejecimiento, ya que en afos posteriores se publicaron articulos en donde al
sobreexpresar o deletar enzimas antioxidantes no se observé efecto sobre la
longevidad de los animales (Huang, et al., 2000; Pérez, et al., 2009); por lo que se
aceptd que debian existir otros factores que también influian en el proceso de
envejecimiento y en la longevidad y a partir de ahi, se propusieron los nueve
marcadores del envejecimiento arriba mencionados. Si bien la homeostasis redox se
pierde durante el envejecimiento, se sabe que también tiene un papel fundamental
en el desarrollo de diversas patologias. Dicha homeostasis puede modificarse por
una gran cantidad de factores, tanto intrinsecos como extrinsecos, como la
alimentacion, el medio ambiente y el estrés (Jones, 2015). Por todo esto se
considera al proceso de envejecimiento como un fenémeno multifactorial, que
requiere ser abordado desde un enfoque holistico: desde un nivel molecular hasta el
nivel integrativo y funcional que refleja la integridad del 6rgano u organismo en

cuestion.



1.3.Envejecimiento y su relacion con la inflamacion

Como se menciond antes, el aumento en la esperanza de vida también incremento la
aparicion de enfermedades asociadas a la edad, muchas de las cuales son
desencadenadas por un fendmeno descrito en el afio 2000 por Franceschi et al,
denominado en inglés como “inflammaging”. El “inflammaging” se ha descrito como
un incremento leve y sostenido de los niveles de moléculas proinflamatorias, que se
observa durante el envejecimiento y que no llega a la resolucién para volver a un
estadio basal no inflamado. Por lo que genera un estado constante de estrés en el
organismo que promueve el desarrollo de diversas enfermedades crénico-
degenerativas (Ferrucci & Fabbri, 2018). A pesar de que aun no se tiene del todo
claro qué evento o eventos son los que desencadenan esta inflamacion cronica de
bajo grado dependiente de la edad, se ha propuesto que la teoria de Harman podria
explicar, al menos en parte, el inicio del inflammaging ya que se cree que las causas
podrian ser intrinsecas por la acumulacion de biomoléculas dafiadas, proteinas mal
plegadas, detritos celulares, y proteinas oxidadas, o extrinsecas por la infeccion

persistente de virus o bacterias (Franceschi, et al., 2018).

Por otro lado, a nivel sistémico se ha sugerido que otro paso crucial para el
establecimiento de la inflamacién crénica de bajo grado es la involucién del timo
dependiente de la edad, lo que disminuye la generacion de las células T (tanto CD4+
como CD8+); lo que en consecuencia genera un incremento en la proporcion de

células T de memoria, con inespecificidad antigénica. Lo anterior incrementa la



biblioteca antigénica sin un blanco en particular y genera una sefial inmune

inespecifica y sostenida que aumenta con el envejecimiento (Fullop et al., 2021).

Dicho proceso se repite ciclicamente, acrecentando la respuesta en cada ciclo y
aumentando la sintesis de moléculas reguladoras de la respuesta inflamatoria. Asi,
gradualmente, el nivel de inflamacion basal va creciendo, hasta llegar al nivel
suficiente para mantener la sefial inflamatoria constante; dicho proceso puede durar
varios afios antes de llegar a los niveles necesarios de inflammaging (Franceschi, et
al., 2018). Sin embargo, el proceso inflamatorio no es un evento aislado y también
puede ser regulado por el estrés oxidante y viceversa. Un ejemplo de ello es la
sefializacion cruzada con el inflamosoma; este es un complejo fundamental en la
maduracion de las prointerleucinas a interleucinas activas que utiliza a la proteina
NLRP3, la cual tiene regiones con cisteinas expuestas que son sensibles al estado
redox. Este evento genera una retroalimentacién positiva para ambos procesos, es

decir el estrés oxidante y la inflamacion crénica de bajo grado (Zuo, et al., 2019).

Debido a que estos procesos suelen ocurrir simultaneamente, se genera un
microambiente estresante en los tejidos durante el envejecimiento, por lo que las
células pueden activar vias de emergencia celular, como la senescencia, para evitar

la transformacion a células malignas o dafiadas que puedan proliferar.

1.4.Envejecimiento y senescencia celular

La senescencia celular fue descrita por primera vez en 1961, y se defini6 como el

estado en que la célula detiene de manera irreversible la proliferacion al haber



llegado a su méxima capacidad duplicativa. A ese punto de quiebre se le denominé
“limite de Hayflick” (Hayflick & Moorhead, 1961). Actualmente se ha reportado
ampliamente que la senescencia puede ser inducida de manera prematura, es decir,
antes de que las células alcancen el limite de Hayflick, mediante una gran variedad
de estimulos sub letales como la hiperoxia, las concentraciones elevadas de
especies oxidantes, la inhibicion del proteosoma, o la desregulacion del proceso de

autofagia (Torres, C., et al., 2006; Toussaint, et al., 2000) entre otros.

Las células senescentes tienen caracteristicas particulares comparadas con las
células no senescentes, que incluyen: 1) la incapacidad de responder ante estimulos
mitogénicos; 2) la resistencia a la apoptosis; 3) presentan una morfologia aplanada y
ameboide; 4) tienen cambios epigenéticos; 5) en sus nulcleos se encuentra la
formacion de focos de heterocromatina asociados a la senescencia (SAHF, por sus
siglas en inglés); 6) presentan expresion génica diferencial; y 7) tienen una secrecion
regulada de diferentes citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento,
metaloproteasas de matriz y ERO, que en conjunto son conocidos como fenotipo
secretor asociado a la senescencia (SASP por sus siglas en inglés) (Maciel-Baron, et

al., 2017; Kuilman, et al., 2015; Lépez-Diazguerrero, et al., 2005).

El SASP tiene efectos tanto autocrinos como paracrinos, afectando a la propia célula
senescente, asi como a las células circundantes y puede inducir diferentes
respuestas, tales como: apoptosis de las células vecinas, reforzamiento del estado
senescente en el tejido, o proliferacion de las células del entorno (Triana-Martinez, et

al., 2016). Por lo tanto, el SASP esta involucrado directamente en la activacion de



diversos procesos fisioldgicos como la angiogénesis, la inflamacion, la remodelacion
y la reparacion de tejidos (van Deursen, 2014). Recientemente, se ha relacionado a
la acumulacion de células senescentes con el establecimiento de un estado de
inflamacion crénica de bajo grado, que ademas contribuye al inflammaging, lo que
puede explicarse por la presencia de diversas moléculas proinflamatorias presentes
en el SASP (Gonzales-Puertos, et al., 2015), especialmente aquellas relacionadas
con la activacion de vias de sefializacion de reguladores de la respuesta inflamatoria

como la via del factor nuclear kB (NF-kB).

1.5. Sistema nervioso y envejecimiento

Particularmente, el sistema nervioso es uno de los sistemas mas afectados durante
el envejecimiento, por lo que existen muchas enfermedades asociadas a la edad
provocadas por la degeneracion de los circuitos neurales, debido a la disfuncion de
las células gliales (Yanker, et al., 2008). Ello contribuye a la aparicion de diversos
cambios fisioldégicos que promueven alteraciones mentales y motoras durante el
envejecimiento natural, como los procesos asociados a la memoria y al ritmo

circadiano (Hung et al., 2010).

Lo anterior podria ser causado por la alta sensibilidad del sistema nervioso ante el
estrés oxidante; consecuencia tanto de sus caracteristicas intrinsecas como de su
alto consumo de oxigeno, el cual es una fuente importe de ERO; su alto contenido de
lipidos que son potencialmente oxidables; asi como la autooxidaciéon de las

moléculas precursoras de neurotransmisores. Aunado a su pobre capacidad



antioxidante en comparacion con la de otros érganos y a su alto contenido de hierro
(Friedman, 2011). También se ha reportado que en algunas patologias asociadas al
envejecimiento, como es la enfermedad de Alzheimer, se ha observado una la
acumulacion de células senescentes en el cerebro (Bhat, et al., 2012), lo que se ha
asociado con afectaciones importantes en el correcto funcionamiento del sistema

nervioso central.

1.6.Sulforafano como modulador del estado redox, inflamacién vy

senescencia

Debido a la importancia del SASP en diferentes eventos que ocurren durante la
acumulacion de las células senescentes en los tejidos, se han investigado algunas
moléculas que sean capaces de modificar la secrecion de algunos de los
componentes del SASP. A estas moléculas se les denomina senomorficos
(Alimbetov, et al., 2016). Los senomoérficos son capaces de actuar a diferentes
niveles de la via secretoria, sin embargo, las moléculas que tienen ademas otros
efectos biolégicos, tales como la modulacion del estado redox o la
inmunomodulacion, estan cobrando una clara ventaja sobre otras moléculas que solo
tienen efectos senomorficos, debido al efecto antiinflamatorio causando la
disminucién de la produccion de diversas citocinas y quimiocinas proinflamatorias
responsables de orquestar el dafio asociado a la inflamacién en el tejido circundante
(Maciel-Bardn, et al., 2017). Una de estas moléculas con actividad polifarmacol6gica

es el sulforafano (SFN) (Guerrero-Beltran, et al., 2012).



El  SFN (1-isothiocianato-(4R)-(metilsulfinil)  butano) es un compuesto
organosulfurado que se encuentra los vegetales cruciferos, principalmente en el
brocoli, aunque también en menor concentracion en la coliflor, la calabaza o las coles
de Bruselas (Lavich, et al., 2015). Su precursor, la glucorafanina, puede ser
encontrado en concentraciones relativamente altas en el brécoli (0.8-21.7 umol/g de
peso seco) en comparacion con otros cruciferos. Este precursor es hidrolizado por la
enzima mirosinasa cuando el vegetal sufre algliin dafio mecanico, depredacion o es
atacado por patdgenos, generando como resultado a la molécula activa de SFN mas

una molécula de D-glucosa (Guerrero-Beltran, et al., 2012).

La administracion de SFN se ha relacionado con la activacién de varios blancos
moleculares, uno de los mas estudiados ha sido el factor relacionado al eritroide 2
(Nrf2 por sus siglas en inglés), una proteina reguladora maestra de la respuesta
antioxidante y de detoxificacion celular, que también puede promover vias de
sefializacion relacionadas con mecanismos de proteccion celular (Bai, et al., 2013).
Ademas, se ha propuesto que el SFN puede actuar también por mecanismos
independientes de Nrf2, como la inhibicién de la activacion de la via de NF-kB, una
via de regulacion maestra de la respuesta inflamatoria, por medio de la inhibicion de
la fosforilacion del inhibidor de kB (IkB) o impidiendo directamente la traslocacion

nuclear del dimero de NF-kB (Jin, et al., 2008; Santin-Marquez, et al., 2019).

Aunado a lo anterior, se ha demostrado que el SFN puede regular otros mecanismos

de supervivencia y reparacién celular, como la dindmica mitocondrial, mediante el



impedimento de la fision y favorecimiento de la fusion mitocondrial, por medio de la

unién a la proteina reguladora de la fisiobn Drpl (Mealey, et al., 2017).

2. Antecedentes

Se ha demostrado que la administracion de SFN induce la expresion de algunas
enzimas antioxidantes a través de la via de Nrf2/Keapl en modelos in vitro de
neuronas aisladas de ratones utilizadas como modelo de Alzheimer, debido a que
fueron genéticamente modificadas para generar agregados amiloides de manera

inducible, previniendo la formacién de agregados extracelulares (Zhao, et al., 2018).

Nuestro grupo de trabajo también ha demostrado en un modelo in vitro de cultivos de
astrocitos primarios de rata Wistar, que el tratamiento con SFN disminuyd la
expresion de moléculas del SASP con actividad proinflamatoria, como la interleucina
1a (IL-1a), e incrementd la expresion de moléculas con actividad antiinflamatoria,
como la interleucina 10 (IL-10), modificando los perfiles secretorios en células
senescentes hacia un perfil preferentemente antiinflamatorio (Maciel-Baron, et al.,
2018). Por otro lado, la administracion cronica de SFN en ratones disminuye el
deterioro cognitivo causado por lesiones hipocampales parecidas a las encontradas
en el desarrollo del Alzheimer, y disminuyendo el estrés oxidante en la region de
manera dependiente de Nrf2 por medio de la sintesis de enzimas antioxidantes,
como la hemo oxigenasa (HO-1) y la NADPH quinona oxido-reductasa 1 (NQO1,; Pu,

et al., 2018).
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También se ha demostrado que en modelos in vivo de ratas, la administracion de
SFN previene la neuroinflamacion y regula los niveles de neurotransmisores en
modelos de hiperamonemia por medio de la regulacién de la secrecion de citocinas

proinflamatorias en la microglia (Herndndez-Rabaza, 2016).

3. Planteamiento del problema

3.1. Justificacién

Debido al aumento en la poblacion de PAM, se ha incrementado la prevalencia de
enfermedades asociadas al envejecimiento como las enfermedades
neurodegenerativas, las cuales han cobrado importancia debido a que disminuyen la
calidad de vida y la independencia de las PAM. Por otra parte, se sabe que la
acumulacion de células senescentes, asi como la desregulacion de la homeostasis
redox y la inflamacién crénica en el sistema nervioso central son factores clave para
el desarrollo de diversas demencias y otros procesos neurodegenerativos. Por lo
tanto, es importante el estudio de moléculas que sean capaces de regular dichos
procesos para reducir el dafio asociado a la edad en el sistema nervioso central y asi

prevenir las patologias asociadas a ello.

El SFN es una molécula reguladora de la respuesta antioxidante a través de la
activacion de la via de Nrf2, asi como la disminucion de la respuesta inflamatoria a
través de la inhibicion de la via de NF-kB. Ademas, se ha propuesto que el SFN tiene
otros efectos independientes de las dos vias candnicas antes mencionadas que

promueven la activacién de vias de proteccion y reparacion celular, lo que convierte
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al SFN un posible candidato para proteger al sistema nervioso contra el dafio
asociado al envejecimiento. Desafortunadamente, la mayoria de los estudios que
utilizan al SFN como tratamiento, se han realizado en modelos in vitro y s6lo unos
pocos se han llevado a cabo en modelos in vivo, pero no en organismos viejos. Por si
fuera poco, la mayoria de dichos estudios solo se realizan en machos, aunque ya se
sabe que las hembras tienen una mayor prevalencia a las demencias asociada a la

edad.

Por lo tanto, en este estudio empleamos un modelo in vivo de ratas viejas, tanto
machos como hembras, para estudiar el efecto de un tratamiento cronico con SFN y
conocer sus posibles efectos protectores en el sistema nervioso central en el

envejecimiento, asi como el dimorfismo sexual que pudiera observarse.

3.2.Pregunta de investigacion

¢La administracion de sulforafano prevendra el dafio en el sistema nervioso central
de las ratas hembras y machos causado por la inflamacion y el estrés oxidante

asociado al envejecimiento?

3.3.Objetivo general

Determinar si el sulforafano previene el dafio celular causado por la inflamacién y el
estrés oxidante durante el envejecimiento en el sistema nervioso central en un

modelo de envejecimiento in vivo.
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3.4.Objetivos particulares

3.4.1. Determinar la integridad de los procesos de memoria y aprendizaje en
ratas machos y hembras después del tratamiento con SFN.

3.4.2. Determinar el efecto del SFN sobre la homeostasis redox de la corteza
cerebral y del hipocampo en ratas machos y hembras.

3.4.3. Determinar el efecto del SFN sobre el estado inflamatorio de la corteza
cerebral y del hipocampo en ratas machos y hembras.

3.4.4. Determinar si durante el envejecimiento in vivo existe un incremento en
el nimero de células senescentes en las regiones cerebrales de corteza
cerebral e hipocampo.

3.4.5. Determinar si el nUmero de células senescentes en la corteza cerebral y
el hipocampo disminuyen después del tratamiento con SFN. Analizar las
diferencias en el envejecimiento del sistema nervioso central de ratas
machos y hembras.

3.4.6. Evaluar las posibles diferencias en la respuesta al tratamiento con
sulforafano en ratas machos y hembras.

4. Hipotesis

Puesto que el SFN es un inductor de la respuesta antioxidante y un inhibidor de vias
proinflamatorias, protegera a las ceélulas del sistema nervioso central del dafio
adjudicado al estrés oxidante y la inflamaciéon crénica caracteristica de la edad

avanzada en un modelo in vivo.
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5. Material y métodos

5.1. Animales:

Los experimentos se realizaron empleando ratas albinas de la cepa Wistar (Rattus
novergicus) machos y hembras, de 3 edades distintas. Jovenes (4 meses), adultas
(12-15 meses) y viejas (18-21 meses) que fueron mantenidas en un ciclo de 12 horas
de luz-oscuridad, con alimento estandar (Harlan Laboratories Inc. Indianapolis) y
agua ad libitum. Para las pruebas se tomaron a individuos machos y hembras de
cada grupo de edad y fueron considerados como grupos independientes. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo siguiendo estrictamente las normas de la guia
para el cuidado y uso de los animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999, asi como
para la correcta disposicion de los desechos biologicos NOM-087-ECOL-1995. Este
proyecto se encuentra aprobado por la Comisién Académica de Etica de la Division

de Ciencias Bioldgicas y de la Salud con el dictamen 1851.
5.2. Administracion de sulforafano:

El SFN (LKT Laboratories, No. de Cat. 4478-93-7) fue administrado de acuerdo al
esquema propuesto por Miao, et al. (2012) de 0.5 mg/Kg de peso del animal, disuelto
en 1% de DMSO y administrado por via subcutanea por 5 dias a la semana durante
3 meses a los grupos adultos y viejos de ambos sexos. A los grupos controles se les
administré solamente el volumen del vehiculo compuesto por solucién salina y

DMSO proporcional al peso del individuo.

14



5.3.Grupos experimentales:

Los grupos experimentales se muestran en la Fig.1. De cada sexo se tuvieron los
siguientes grupos: un grupo de ratas jovenes de 4 meses de edad como control, un
grupo de animales adultos con tratamiento de SFN por 3 meses hasta una edad final
de 15 meses, al igual que un grupo de la misma edad al que Unicamente se le
administré el vehiculo, un grupo de animales viejos con tratamiento de SFN por 3
meses hasta una edad final de 21 meses, al igual que un grupo de la misma edad al
gue se le administr6 solamente el vehiculo. Dando como resultado 10 grupos

experimentales.

Administracion subcutdnea de
Modelo
. 5 dias a ala semana por 3 meses
Ratas de la cepa Wistar (0.5 mg/kg; Cui etal,, 2012)
(Rattus norvegicus)

¥

o Jameses
-
| 2
Qd cos J iameses o1

\ J
|

3 meses de
tratamiento con
SFN

Fig.1l. Grupos experimentales. El modelo de envejecimiento in vivo se realizé utilizando
ratas hembras y machos de la cepa Wistar. Los grupos se distribuyeron como se muestra
en el diagrama, dando un total de 10 grupos experimentales.
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5.4 Pruebas de memoria:

5.4.1 Prueba de reconocimiento de objeto novedoso

La prueba se llevé a cabo en una caja de observacion de acrilico transparente de
45x45x45 cm. Se realizd una sesion de habituacion de 5 min en la caja de
observaciéon por 3 dias, dejando que el individuo explorara de forma libre el interior.
El cuarto dia se realiz6 la pre-prueba, que consistié en introducir dos objetos
pequefios de caracteristicas similares, previamente desinfectados, en dos extremos
opuestos de la caja de observacién. Posteriormente se introdujo al individuo y se le
permitié explorar libremente durante 5 min. Se registré el tiempo que se exploré cada
uno de los objetos, asi como el numero de interacciones que tuvo el individuo con
cada objeto. Al quinto dia se llevé a cabo la prueba, que consistié en introducir a la
caja de observacion sélo uno de los objetos presentados el dia anterior (al que se
referirdA como objeto conocido), sustituyendo al otro por uno distinto que sera
desconocido para el individuo (al que se referira como objeto novedoso). De igual
manera se dej6 explorar al individuo en la caja de observacion durante 5 min.
Nuevamente, se contabiliz6 el tiempo de interaccion, asi como el numero de

interacciones con ambos objetos.
5.4.2 Pruebade Laberinto de Barnes

La prueba se realizd en una plataforma circular elevada de 1.2 m de didmetro con 28
agujeros en la periferia y s6lo en uno de ellos se colocd un tunel de escape. La

plataforma se ubicé dentro de una sala de observacion que contaba con pistas
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visuales alrededor de la plataforma para facilitar la ubicacién espacial del individuo.
La prueba fue grabada para su analisis utilizando el software EthoVision® XT
(Noldus, Wageningen, Netherlands). El primer dia se realizd la habituacion, que
consistio en dejar explorar al individuo libremente por la plataforma sin la presencia
del tdnel de escape. Posteriormente, en los dias 2-4 se realizaron dos rondas de
entrenamiento separadas por ~1h entre cada una de ellas, utilizando iluminacion
intensa en la sala de observacién como estimulo aversivo para inducir la conducta
de huida en los individuos. Las rondas de entrenamiento consistieron en colocar al
individuo en el centro de la plataforma orientado siempre hacia el mismo punto y
permitiéndole explorar libremente la plataforma hasta encontrar el tinel de escape.
Una vez que el tunel de escape fue localizado por el individuo, se le permitio
descansar dentro durante un minuto. En caso de que el animal no encontrara el tunel
de escape, se le guio desde el centro de la plataforma hasta el tinel de escape y
posteriormente se le permiti0 descansar un minuto dentro del tanel de escape
Finalmente, el dia de la prueba, se realizaron 10 rondas de 3 ensayos de 1 min cada
una por cada individuo experimental cambiando la localizacion del tunel de escape a
120° de su posicion original en la ronda 5 y regresandolo a su posicion inicial en la
ronda 8. Se registré el tiempo que tardo el individuo en entrar al tinel de escape
(latencia), asi como el niumero de agujeros visitados antes de entrar al tanel de
escape (errores primarios). El porcentaje de éxito fue calculado a partir del nimero
total de veces que el animal pudo completar la tarea dentro del tiempo de cada

ensayo.
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5.5 Extraccién de proteinas

De cada grupo experimental se disectaron la corteza cerebral (Cx) y el hipocampo
(Hc) los cuales fueron homogenizados mecanicamente en un tubo que contenia 800
uL y 400 pL respectivamente, de buffer de lisis (100 pyL de ditiotreitol 1M, 100 uL
fenylmetilsulfonil floruro (PMSF) 0.1M, 1 tableta de mini Complete™ (Roche, USA),
10 mL T-PER™ (Thermo Scientific). EI homogenado fue centrifugado a 13,500 rpm a
4 °C durante 15 min. Los sobrenadantes fueron reservados y almacenados a -80 °C
en un ultracongelador. Antes de cada experimento, se determiné la concentracion de
proteinas por espectrofotometria a 595nm, utilizando reactivo de Bradford (Bio-Rad,

USA).

5.6 Western blot

Las muestras de proteinas se separaron por SDS-PAGE usando un gel al 12%. Se
cargaron 30ug de proteina por pozo. Se corrieron a 75 mV por 15 minutos y
posteriormente a 120 mV por una hora y media. Después de la electroforesis, las
proteinas fueron transferidas en membranas de PVDF (Amersham HybondTM-P).
Los sitios inespecificos para la unién de los anticuerpos fueron bloqueados con una
solucién de leche al 8% y las membranas fueron lavadas con TBS-Tween20™
(Thermo Scientific, USA). Las membranas se incubaron durante toda la noche con el
anticuerpo primario correspondiente: Nrf2 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology sc-

365949), Keap-1 1:500 (Santa Cruz Biotechnology sc-15246), superoxido dismutasa
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1:1000 (Santa Cruz Biotechnology sc-8637), catalasa 1:1000 (Santa Cruz
Biotechnology sc-271803), glutation peroxidasa 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology
sc-133160), yH2AX 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology sc-517348), GLB1 1:1500
(Santa Cruz Biotechnology sc-65670), Lamina B1: 1:500 (Abcam ab8982), p38
1:2000 (Abcam ab-31828) p21 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology sc-6246) y B-actina

1:1000 (Santa Cruz Biotechnology sc-47778) como control constitutivo,.

Después se realizaron lavados y fueron incubadas por 90 min a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente. Las bandas de proteinas
fueron reveladas mediante los reactivos de quimioluminiscencia Inmobilon™ Western

(Millipore, USA).

5.7 Determinacion de la actividad enzimética de la superdxido

dismutasa

La actividad enzimética de la superoxido dismutasa (SOD) se evalu6 a través del
sistema xantina/xantina oxidasa (XA/XO) descrito en los protocolos de Stirpe & Della
Corte (1969) y Paoletti, et al., (1989). El sistema XA/XO genera constantemente
radical superoxido, que al entrar en contacto con el nitroazul de tetrazolio (NBT) lo
reduce para formar una sal de formazan, misma que puede ser detectada por medio
de espectrofotometria. Se colocaron 25 pL de cada muestra, 25 yL de xantina
oxidasa (0.1 U en sulfato de amonio 2M, Absorbancia<0.015) y 1.45 mL de solucién
de trabajo, compuesta de 1.5 mg de xantina, 20.4 mg de NBT y 2.9 mg de EDTA.
Las lecturas fueron registradas a una longitud de onda de 560 nm en un equipo

Thermo Scientific™ GENESYS 10S UV-Vis (Madison, WI USA) durante 5 min,
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tomando una lectura cada 30 seg. Los resultados se expresaron en unidades de
SOD por mg de proteina (USOD/mg de proteina). Una unidad de SOD se define
como la cantidad de SOD necesaria para inhibir el 50% de la reaccion del radical

superéxido con el NBT.

5.8 Determinacion de la actividad enzimatica de la catalasa

La actividad enzimatica de la catalasa (CAT) se evalué mediante la disminucion en la
concentracion de peroxido de hidrégeno (H,O,) en la celda de acuerdo al protocolo
de Aebi (1984). Se tomaron 10 pL de cada muestra, mas 1mL de solucion de H,O, y
de PBS 0.1M. Las muestras se leyeron a una longitud de onda de 240 nm durante 3
min, tomando una lectura cada 10 seg. Una unidad de CAT fue considerada como la

cantidad de enzima necesaria para catalizar 1lumol de H,O, por min.

5.9 Determinacion de la actividad enzimatica de la glutation peroxidasa

La actividad antioxidante de la enzima glutation peroxidasa (Gpx) fue analizada por
espectrofotometria (Thermo Scientific™ GENESYS 10S UV-Vis; Madison, WI USA)
utilizando el protocolo de Ahmad et al, (1989) modificado por Hernandez-Arciga, et
al, (2020). En este protocolo se evalua la actividad de Gpx a una longitud de onda de
340nm cada 3 seg durante 40 seg. Una unidad de Gpx fue considerada como la
cantidad de enzima necesaria para neutralizar 1umol de H,O, usando NADPH como

cofactor.
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5.10 Determinacion del cociente de glutation reducido/glutatiéon oxidado

Las concentraciones de glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG) en la
corteza cerebral e hipocampo fueron determinadas de acuerdo al protocolo de
Hernandez-Alvarez et al (2019). Se utilizaron 200 mg de la region de interés en 800
uL de bufer de lisis (10% de HCl y 10 mM de acido batofenantrolindisulfénico). La
suspension se centrifugd a 13,500 rpm y a 4 °C durante 5 min. Se recuper6 el
sobrenadante y se inyectd en un equipo de HPLC usando una bomba binaria 1525
(Waters, MA) conectada a una columna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18
(Agilent, CA; 250 x 4:6 mm i.d., tamano de particula: 5 pm). La fase movil estaba
compuesta de acetonitrilo al 1% y bufer de fosfato monobéasico 20 mM a pH 7.0, a un
flujo de 1mL/min. El GSH y GSSG fueron detectados en la misma corrida a 210 nm
empleando un detector UV/visible 2489 (Waters, MA). El area bajo la curva fue
cuantificada. La curva estandar fue preparada con 10, 25, 50, 100, 200 y 400 uM del

estandar de GSH y GSSG.
5.11 Cuantificacion del dafio a proteinas por carbonilacion

Se empled el método descrito por Mesquita (2014) para cuantificar el dafio generado
a las proteinas por carbonilacion. Las muestras de proteinas fueron centrifugadas a
5000 x g durante 15 min a 4° C. Posteriormente se recuperaron los sobrenadantes
en tubos de 1.5 mL. En una placa de 96 pozos se agregaron 20 uL de muestra y se
adicionaron 20 pL de Dinitrofenilhidrazina (DNPH; 10 mM disuelto en H3PO,4 0.5 M), y
se dej6 incubar la placa en oscuridad durantel0 min a temperatura ambiente. Al

terminar el tiempo se afadieron 10 yL de NaOH 6 M y se incubaron durante 10 min
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mas en oscuridad. Finalmente se ley6 la placa a 450 nm en un lector de microplacas
H Reader 1 Elisa Reader (HLAB). La concentracion de carbonilos en las muestras
fue determinada multiplicando el valor de la absorbancia a 450 nm por el factor de
extincion (46.1). Se ajustd el valor obtenido con la concentracion de proteinas en

cada muestra.

5.12 Obtencion de tejidos para la preparacion histologica
Los animales de experimentaciéon fueron profundamente sedados con 500 uL de
pentobarbital sédico y perfundidos via intracardiaca por 10 min con un flujo de 15
mL/min con solucion salina a temperatura ambiente, seguida de una solucién de
paraformaldehido al 4% disuelto en PBS 1X a 4 °C por 10 minutos. Se disecto el
cerebro y se sumergio en la solucién de paraformaldehido al 4% durante toda una
noche a 4 °C, posteriormente se lavo la solucion de fijado con PBS 1X a 4 °C.
Después se sustituyo el PBS 1X por una solucién de sacarosa al 30% en agitacién a
temperatura ambiente y luego se almacenadd por 24 horas a 4 °C. Posteriormente se
retird la solucion de sacarosa y se embebi6 el cerebro en n-metilbutano a -80 °C y
rapidamente se congel6 en hielo seco. Se embebié el cerebro en Tissue Tek (Sakura
4583) y fueron almacenados en un ultracongelador a -80 °C. Se cortaron secciones

coronales de 15 um de espesor en un criostato.
5.12.1 Tincién con hematoxilina-eosina

Las laminillas en las que se montaron los cortes fueron preparadas previamente
incubandolas en una solucion de poli-L-lisina al 10% a 37 °C. Una vez montados los

cortes, las laminillas se sumergieron en hematoxilina por 5 min y después se lavaron
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con agua destilada. Posteriormente fueron sumergidas en una solucion de eosina al
0.2% por un minuto. Se colocaron 25 pL de medio de montaje Vectashield con DAPI

(Vector, USA) y sellada para su observacion en el microscopio optico de luz a 20X.

5.12.2 Tincion de células senescentes por X-gal

Los tejidos fueron hidratados con PBS 1X durante 10 min en agitacién suave a
temperatura ambiente. Posteriormente se permeabilizaron con PBS- Triton™ X-100
(Sigma-Aldrich, USA) al 1% por 10 min en agitacion suave. Se realizaron 3 lavados
con PBS 1X. Se incubaron las laminillas con la solucidon de X-gal (acido citrico 0.2M,
ferrocianuro 100 mM, ferricianuro 100mM, NaCl 5M, MgCl, 1M, y X-gal 50 mg/ml
(Thermo-Scientific, USA)) durante toda una noche a 37 °C. Una vez transcurrido el
tiempo se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS 1X. Se colocaron 25 pL de medio
de montaje Vectashield con DAPI (Vector, USA) y fueron selladas para su

observacion en el microscopio.

5.13 Determinacion de citocinas y quimiocinas

La determinacion fue realizada mediante el kit de ProcartaPlex® Multiplex
Immunoassay (Thermofisher, USA) el cual contiene 14 citocinas (G-CSF, GM-CSF,
IFNy, IL-1a, IL-1B, IL-17A, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-q, IL10, IL-12p70, IL-13) y 8
guimiocinas (Eotaxina, Gro-a, IP-10, MCP-1, MCP-3, MIP-1a, MIP-2, RANTES)
distintas. Las medidas fueron realizadas de acuerdo a las especificaciones del

fabricante.
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5.14 Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos univariados y las gréficas fueron hechos en el software
Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Los datos se presentaron
como la media + su desviacion estandar de cada grupo experimental. Se realizo la
prueba de normalidad de Omnibus de D’Agostino & Pearson’s y la prueba de Levene
para la homoscedasticidad. No todos los grupos presentaron distribucion normal,
ademas que la n era pequefa, por lo que se realizaron pruebas de H de Kruskal—
Walllis, seguidas de una prueba post hoc de Dunn. Para todos los casos se tomo6 una

p < 0.05 para considerar las diferencias significativas entre grupos.
5.15 Anélisis Factorial

Debido al gran numero de variables en el estudio, se realizé un andlisis factorial (FA)
para agruparlas y poder compararlas segun su ingerencia sobre el modelo. En caso
de que el numero de datos un fuera el mismo, datos faltantes fueron imputados para
poder llevar a cabo la prueba. Se realiz6 un FA para cada region del cerebro (Cx e
Hc), considerando al método factorial como la maxima semejanza y al método de
rotacion como: Varimax usando la funcion de factanal del paquete estadistico en R.
Aplicamos una prueba de Kaiser-Meyere-Olkin (KMO); las variables que tuvieron un
valor individual de MSA (measure of sampling adequacy) <0.50 fueron excluidas del
estudio. Los datos de Cx tuvieron un valor de MSA de 0.61, mientras que los del Hc
tuvieron un MSA de 0.64. Posteriormente se aplicO un prueba de esfericidad de
Bartlett para Cx (X2 = 137.2, p = 2.34e-16, df = 28) y para Hc ( X2 = 119, p =

3.45e-13, df = 28). Con lo anterior se realizé un grafico de sedimentacion de los
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eigenvalues obtenidos para identificar el nimero de factores para los modelos. Tanto
Cx como Hc requirieron de tres factores. Posteriormente, al correr el FA se confirmé
gue los 3 factores calculados fueron suficientes para explicar el modelo: Cx ( X2 =
7.18, p=0.42, df = 7) y para Hc (X2 = 7.18, p = 0.42, df = 7). Con estos se generd un

grafico 3D para Cx y otro para Hc.
5.16 Anélisis discriminante

Las nuevas variables generadas con el FA mas el cociente de nimero de interaccion
entre tiempo de interaccion (IN/IT) obtenido de la prueba de reconocimiento de objeto
novedoso fueron utilizados para llevar a cabo el analisis discriminante.
Especificamente, se realiz6 un andlisis discriminante regularizado (RDA por sus
siglas en inglés), el cual esta disefiado para pequefias bases de datos. La busqueda
en cuadricula del RDA fue determinada mediante la validacion de Cross para
determinar los valores gamma y lambda Optimos para el modelo, utilizando el
paquete de R llamado KlaR. La funcion Accuracy se empled para seleccionar el
mejor modelo usando el valor méas alto. Los valores finales utilizados para el modelo
fueron gamma: 0.00 y lambda: 1.00, ya que esos valores corresponden a un modelo
lineal, por lo que considerando que nuestro modelo no cumple con
homoscedasticidad (Box’'sM = 2445.3, F252,1517 = 1.4E-0.06), pero si cumple con
normalidad multivariada (Skewness: b = 10 89.7, z = 89.67, df = 84, p = 0.49;
Kurtosis: b = 60.58, z = - 0.76, p = 0.45), decidimos llevar a cabo un analisis
discriminante cuadratico (QDA) con seleccién de variable paso a paso usando el

software JMP9 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).
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6 Resultados
6.1Pruebas de memoria

6.1.1 Prueba de reconocimiento de objeto novedoso

En la prueba de reconocimiento de objeto novedoso se utilizé al grupo joven de cada
sexo como control para observar la discriminacion entre el objeto conocido y el objeto
novedoso, evaluando el tiempo y el nUmero de interacciones con cada uno de los

objetos.

En el caso de las hembras, se observo que el tiempo de interaccién (IT por sus siglas
en inglés) (Fig.2A) en el grupo joven fue significativamente mayor en el objeto
novedoso en comparacion con el objeto familiar (p=0.038). El grupo de hembras
adultas no tratadas no fue capaz de discernir entre el objeto novedoso y el objeto
conocido, ya que en ambos grupos se registraron tiempos de exploracion similares.
Después del tratamiento con SFN, el grupo de hembras adultas fue capaz de
distinguir el objeto conocido del objeto novedoso, explorando significativamente méas
tiempo el objeto novedoso en comparacion al objeto conocido (p=0.042). En cuanto a
los grupos de hembras viejas no se encontraron diferencias significativas en el
tiempo de exploracién del objeto novedoso ni del objeto conocido del grupo control ni

del tratado con SFN.

En cuanto al niumero de interacciones (IN por sus siglas en inglés) de los grupos de
hembras (Fig.2C), nuevamente, se encontré que el grupo joven exploré mas veces el
objeto novedoso en comparacion con el objeto conocido (p=0.037). En contraste,

ningin grupo de hembras adultas ni viejas tuvo diferencias estadisticamente
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significativas entre el IN con el objeto conocido en comparacion con el objeto

novedoso.

Para determinar cuanto tiempo exploraban los individuos los objetos por cada
interaccion se realizé el cociente “tiempo de interaccion/numero de interacciones”
(IT/IN por sus siglas en inglés). En el caso de las hembras el cociente fue
significativamente mayor en el grupo joven (Fig.2E), por lo que exploraban mas
tiempo por cada interaccion (p=0.047). De manera similar a lo encontrado en la
grafica de IT, no se encontraron diferencias significativas en el grupo de las ratas
hembras adultas control, ni en ninguno de los grupos de hembras viejas, sin importar
si fueron o no tratados con SFN. Sin embargo, el tratamiento con SFN en el grupo de
las adultas incrementd el cociente IT/IN siendo significativamente mayor en
comparacion del grupo control de la misma edad (p=<0.001), lo que significa que

exploraron mas tiempo el objeto novedoso por cada interaccién que tuvieron con él.

Con respecto a los machos, al evaluar el tiempo de exploracién (Fig.2B), el grupo
joven exploré mas tiempo el objeto novedoso en comparacion con el objeto conocido
(p=0.041). Y al igual que lo observado en las hembras, se noté que con la edad los
individuos dejan de explorar el objeto novedoso ya que tanto en el grupo de machos
adultos no tratados, como en el grupo de machos viejos no tratados se tuvieron
tiempos de exploracién similares en el objeto novedoso y el objeto conocido, por lo
gue no fueron capaces de discernir entre uno y otro. El tratamiento con SFN en el
grupo de machos adultos fue capaz de prevenir el deterioro cognitivo, ya que el

tiempo de exploracion del objeto novedoso fue significativamente mayor comparado
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con el objeto conocido (p=0.005). Nuevamente, el tratamiento con SFN en el grupo
de machos viejos no tuvo efecto alguno sobre el tiempo de exploracion del objeto

novedoso en comparacion con el objeto conocido.

En cuanto al nimero de interacciones de los grupos de machos (Fig.2D), también se
determind un mayor namero de interacciones con el objeto novedoso en el grupo
joven en comparacion con el nimero de interacciones con el objeto conocido
(p=0.045). En el caso del grupo de machos adultos no hubo diferencias entre el
namero de interacciones de los objetos. Interesantemente, el tratamiento cronico con
SFN en este grupo también incrementé el IN con el objeto novedoso, siendo
significativamente mas alto que el nimero de interacciones con el objeto conocido
(p=0.039). En cuanto a los grupos de machos viejos, no se observaron diferencias en
el IN del objeto novedoso en comparacion con el objeto conocido, sin importar si
fueron o no tratados con SFN. Al evaluar el cociente IT/IN (Fig.2F) se encontrd que
tanto el grupo de machos jovenes, como el grupo de adultos tratados con SFN
obtuvieron un cociente significativamente mayor en el objeto novedoso en
comparacion con el objeto conocido (p=0.048; p=0.003, respectivamente), por lo que
ambos grupos interactuaron mas tiempo con el objeto novedoso. Los grupos de
machos adultos no tratados y ambos grupos viejos no tuvieron diferencias
estadisticamente significativas en el cociente del objeto conocido ni del objeto

novedoso.
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Fig.2 Prueba de reconocimiento de objeto novedoso en hembras y machos. A) Tiempo de
exploracion del objeto conocido y novedoso de hembras. B) Tiempo de exploracién del objeto
conocido y novedoso de machos. C) Numero de interacciones con objeto conocido y novedoso de
hembras. D) Namero de interacciones con objeto conocido y novedoso de machos. E) Cociente
del nimero de interacciones entre el tiempo de interaccion con objeto conocido y novedoso de
hembras. F) Cociente del nimero de interacciones entre el tiempo de interaccion con objeto
conocido y novedoso de machos. Cada barra representa a la media + D.E. Jévenes: n=10; Adultos
Ctl: n=7; Adultos SFN: n=6; Viejos Ctl: n=5; Viejos SFN: n=5. Prueba no paramétrica de Kruskal-
Walllis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. (*) p<0.05 contra el grupo no
tratado de la misma edad.
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Los resultados sugieren que el tratamiento con SFN en la adultez previene el
deterioro cognitivo asociado a la edad tanto en machos como en hembras. Esto no
sucede asi en los grupos viejos, ya que no existieron diferencias significativas con
sus grupos controles en ninguno de los parametros evaluados ni en machos ni en

hembras.

6.1.2 Laberinto de Barnes

Se utilizé la prueba del laberinto de Barnes para evaluar la memoria y el aprendizaje
en los grupos experimentales. Se midié la latencia, es decir, el tiempo que tardaron
los individuos en encontrar el tinel de escape y el nUmero de errores primarios que
cometieron antes de encontrar el tinel de escape. Finalmente se calcul6 el
porcentaje de éxito de cada grupo, es decir, el porcentaje de veces que los individuos

completaron la tarea a lo largo de toda la prueba.

En los grupos jovenes de machos y hembras (Fig.3A y 3B) se logré observar un
comportamiento similar en las latencias de la prueba de laberinto de Barnes, en la
gue durante las primeras 4 rondas en las que el tunel de escape se mantuvo en el
lugar en el que el individuo fue entrenado para encontrarlo, las latencias se
mantuvieron estables entre los 10 y 20 seg y no hubieron diferencias significativas
entre ellas. En la ronda nimero 5, cuando el tinel de escape fue relocalizado a 120°
de su posicién original, la latencia se incrementd significativamente (p<0.001) con
respecto a las primeras 4 rondas debido a que el individuo debe explorar mas
agujeros hasta encontrar al tinel de escape en su nueva posicion. Una vez que el

individuo encontré la nueva posicién del tunel de escape, la latencia disminuyo
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significativamente (p<0.001) en las siguientes dos rondas, llegando a latencias
similares a las observadas en las primeras 4 rondas. En la octava ronda el tinel de
escape volvié a su posicion original, por lo que la latencia incrementdé nuevamente,
pero no a los niveles encontrados en la ronda 5, debido a que los animales
exploraron como primera opcion el agujero en donde se encontraba el tinel de
escape desde un inicio si los procesos asociados a memoria se encuentran integros.
En las ultimas dos rondas la latencia tiende a disminuir tanto en machos como en

hembras.

Cuando evaluamos las latencias en los grupos de hembras adultas (Fig.3C)
determinamos un incremento significativamente mayor en las primeras 4 rondas del
grupo de hembras adultas no tratadas en comparacion con el grupo de hembras
jovenes (p<0.001) con un promedio de 45.316.12. No se encontraron diferencias
significativas en las latencias de las diferentes rondas a lo largo de la prueba, lo que
indica que exploraron tiempos similares en todas las rondas, sin importar la
localizacion del tunel de escape. En cuanto al grupo de hembras adultas tratadas con
SFN no se encontraron diferencias significativas con el grupo control. Tampoco se
notaron incrementos estadisticamente significativos en las latencias cuando el tunel
de escape fue relocalizado. Con respecto a las latencias de los grupos de hembras
viejas (Fig.3E), tampoco se encontraron incrementos significativos entre ninguna de
las rondas a lo largo de la prueba, lo que sugiere que tuvieron latencias similares, lo
que indica que existe un deterioro en los procesos asociados a la memoria y

aprendizaje. El tratamiento con SFN no disminuyé significativamente las latencias en
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comparacion con el grupo de hembras viejas control y en ambos grupos de hembras
viejas se mantuvieron en valores estadisticamente similares a los observados en los
grupos de ratas adultas y latencias mas altas en la mayoria de las rondas al ser

comparadas con el grupo de las ratas jévenes.

En el caso de las latencias de los grupos de machos adultos (Fig.3D) determinamos
gque las latencias al relocalizar el tunel de escape en la ronda 5 fueron
significativamente mas altas tanto para los animales adultos no tratados como para
los adultos tratados con SFN. El grupo de machos adultos no tratados presento
latencias significativamente mas altas que el grupo joven en las rondas 2 (p=0.028),
3 (p=0.023) y 4 (p=0.016), mientras que el grupo de animales adultos tratados con
SFN no presentd diferencias significativas con el grupo joven en ninguna de las
primeras 4 rondas. Al relocalizar el tinel de escape en la ronda 5 se observé un
incremento de la latencia en ambo grupos, sin embargo, ésta disminuyé de forma
gradual en las siguientes dos rondas, aunque sin llegar a los tiempos observados en
el grupo de machos jovenes. En la relocalizacion del tinel de escape a su posicién
original en la ronda 8, se observd que el grupo de machos adultos controles se
mantuvo en valores similares a los observados en las tres rondas anteriores, y se
mantuvieron mas altos que los observados en el grupo de animales jovenes

(p=0.001, p=0.025 y p=0.006, respectivamente).
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Fig.3 Latencia en la prueba de laberinto de Barnes de hembras y machos. La latencia hace
referencia al tiempo desde que la prueba comenz6 hasta encontrar el tinel de escape de los grupos
de: A) hembras jovenes, B) machos jovenes, C) hembras adultas Ctl y hembras adultas tratadas con
SFN, D) machos adultos Ctl y machos adultos tratados con SFN, E) hembras viejas Ctl y hembras
viejas tratadas con SFN y F) machos viejos Ctl y machos viejos tratados con SFN. Las lineas
punteadas verticales muestran las rondas en las que el tinel de escape fue relocalizado. Cada punto
representa a la media + D.E. Jovenes: n=10; Adultos Ctl: n=8; Adultos SFN: n=7; Viejos Ctl: n=6;
Viejos SFN: n=6. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones
mdltiples de Dunn. (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la misma edad. (&) p<0.05 contra el
grupo joven. (#) p<0.05 contra el grupo adulto del mismo tratamiento.
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El grupo de machos adultos tratados con SFN obtuvo latencias significativamente
mas bajas que el grupo control de la misma edad en las rondas 9 (p<0.001) y 10
(p=<0.001), llegando a valores similares a los encontrados en el grupo joven. En
cuanto a las latencias observadas en los grupos de machos viejos (Fig.3F) no se
observaron efectos del tratamiento con SFN en ninguna de las rondas de la prueba.
Por otra parte, si se notdé un incremento significativo entre las primeras 4 rondas y la
ronda 5, en donde el tunel de escape fue relocalizado. En ambos grupos viejos se
noté el incremento significativo de las latencias, lo que indica que los procesos

asociados a la memoria y aprendizaje se encuentran deteriorados.

Al cuantificar los errores primarios en lo grupos jévenes de hembras (Fig.3A) y de
machos (Fig.3B) se observd que el nimero de errores correspondia a las latencias
registradas, con lo que incrementaba o disminuia de forma directamente proporcional
a la latencia. Asi mismo, se registr6 un incremento en el niumero de errores al
relocalizar el tinel de escape en la ronda 5 tanto en hembras como en machos,
aunque en machos el incremento en los errores fue menor al observado en hembras
(p=0.002). En las rondas 6 y 7 se not6 una disminucion significativa del nimero de
errores en el grupo de hembras jévenes (p<0.001; p<0.001, respectivamente),
mientras que en los machos no hubo una disminucién significativamente diferente en
ninguna de esas dos rondas. En la ultima relocalizacion del tinel de escape no se
encontré un incremento significativo en el nimero de errores primarios ni en hembras

ni en machos jovenes y en las rondas 9 y 10 continuaron disminuyendo.
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Fig.4 Errores primarios cometidos en la prueba de laberinto de Barnes de hembras y machos. Los
errores primarios se toman como el nimero de agujeros que el individuo exploré desde que la
prueba comenz6 hasta encontrar el tinel de escape de los grupos de: A) hembras jovenes, B)
machos joévenes, C) hembras adultas Ctl y hembras adultas tratadas con SFN, D) machos adultos
Ctl y machos adultos tratados con SFN, E) hembras viejas Ctl y hembras viejas tratadas con SFN
y F) machos viejos Ctl y machos viejos tratados con SFN. Las lineas punteadas verticales
muestran las rondas en las que el tinel de escape fue relocalizado. Cada punto representa a la
media £ D.E. Jovenes: n=10; Adultos Ctl: n=8; Adultos SFN: n=7; Viejos Ctl: n=6; Viejos SFN: n=6.
Se realizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones
mdltiples de Dunn. La significancia estadistica se especificé como (*) p<0.05 contra el grupo no
tratado de la misma edad. (&) p<0.05 contra el grupo joven. (#) p<0.05 contra el grupo adulto del
mismo tratamiento.
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En cuanto a los errores primarios cometidos por las hembras adultas (Fig.3C), se
observé que estos incrementaron significativamente, tanto el grupo control como el
grupo tratado con SFN. De manera similar a lo encontrado en las latencias, el
namero de errores no incrementd significativamente cuando el tinel de escape fue
relocalizado en la ronda 5 en comparacion con las rondas 1, 3 y 4. Mientras que fue
significativamente mas alto que en la ronda 2 (p=0.016). En cuanto alas rondas 6y 7
se observé que el nimero de errores disminuyd, y en las rondas 8, 9 y 10 se
mantuvieron similares sin disminuir y no se encontraron efectos significativos con el
tratamiento de SFN. Sin embargo se determiné que en las primeras 4 rondas el
namero de errores primarios disminuyo significativamente (p=0.031) y se mantuvo en
nameros similares de la ronda numero 5 a la ronda 10. Al evaluar los errores
primarios de los grupos de hembras viejas (Fig.3E) se observo que fueron similares
en la mayor parte de las rondas a lo largo de la prueba y so6lo se encontré un
incremento significativo en la ronda 5 al relocalizar el tunel en comparacion a las
rondas 3 y 4 (p=0.034; p=0.030, respectivamente) en el grupo de hembras tratadas
con SFN. Sin embargo, no se encontraron diferencias con el tratamiento de SFN en
el nimero de errores primarios en comparacion a los encontrados en el grupo control
de la misma edad. El nUmero de errores primarios también se mantuvo estable a lo

largo de las rondas de la prueba en el grupo de ratas viejas no tratadas.

El ndmero de errores primarios de los machos adultos no tratados (Fig.3D) se
mantuvo constante en las primeras cuatro rondas, incrementd significativamente en

la ronda 5 al relocalizar el tinel de escape (p<0.001) y disminuyd en las siguientes
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dos rondas. Al llegar a la ronda 8, en la que se relocalizo el tinel de escape a su
posicion original, los errores comenzaron a disminuir también en las Gltimas dos
rondas. Con el tratamiento de SFN se observdO un comportamiento similar a lo
ocurrido en las latencias. De igual manera no hubo diferencias significativas en las
primeras siete rondas de la prueba cuando se compar6 con el grupo control de la
misma edad, pero al llegar a la ronda 8 los errores primarios fueron
significativamente menores a los del grupo control (p=0.016), y lo mismo sucedi6é en
las rondas 9 (p<0.001) y 10 (p=0.033). En cuanto a los grupos de machos viejos
(Fig.3F) el numero de errores primarios se mantuvieron similares entre el grupo
control y el no tratado, encontrandose diferencias significativas solo en las rondas 8
(p=0.047) y 10 (p=0.039), en las que el grupo de animales viejos tratados con SFN,

cometié un mayor numero de errores en comparacion con el grupo control.
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Fig.5 Porcentaje de éxito en prueba de laberinto de Barnes de hembras y machos. EEI porcentaje
de éxito se calculé con el numero de veces en las que el individuo logré entrar al tinel de escape
antes de que el tiempo de cada ensayo terminara: A) Porcentaje de éxito de cada uno de los
grupos de hembras. B) Porcentaje de éxito de cada uno de los grupos de machos, Cada barra
representa a la media + D.E. Jévenes: n=10; Adultos Ctl: n=8; Adultos SFN: n=7; Viejos Ctl: n=6;
Viejos SFN: n=6. Se realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Dunn. La significancia estadistica se especific6 como (*) p<0.05
contra el grupo no tratado de la misma edad.
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Al calcular el porcentaje de éxito de los grupos evaluados (Fig.5A y 5B), se encontré
gue los grupos adultos tratados con SFN tuvieron un mayor porcentaje de éxito en
comparaciéon con el grupo adulto no tratado (hembras: p=0.036; machos: p=0.048).
No se encontraron diferencias entre los grupos viejos control y los grupos de

hembras o de machos viejos tratados.

El tratamiento con SFN mejoré la memoria y el aprendizaje de los grupos adultos
tratados, aunque fue mas evidente en los machos en comparacion con las hembras

de la misma edad.

6.2 Efecto del SFN sobre el estado redox y la respuesta antioxidante en
el sistema nervioso central
6.2.1 Efecto del SFN sobre la respuesta del factor de transcripcion

Nrf2

Se sabe que el SFN puede inducir la respuesta antioxidante y de detoxificacion
celular por medio de la activacion de la via de Nrf2. Debido a esto, evaluamos los
niveles de Nrf2 y su represor citosolico Keapl en la Cx y el Hc de todos los grupos

experimentales.

6.2.1.1 Nrf2y Keapl en la corteza cerebral de hembras

Los niveles de Nrf2 disminuyeron significativamente en la Cx de hembras adultas no
tratadas (p=0.028; Fig. 6A y 6B), mientras que los niveles de Nrf2 en el grupo de
hembras adultas tratadas con SFN fueron significativamente mayores que los

observados en el grupo no tratado de la misma edad (p=0.032), incluso obteniendo
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niveles mayores que en el grupo joven (p<0.001). En cambio, en ambos grupos de
hembras viejas, tanto el los animales del grupo tratado como los del grupo no
tratado, tuvieron niveles significativamente mas bajos de Nrf2 que los observados en
los grupos antes mencionados. Ademas, no se identificaron efectos significativos del

tratamiento con SFN en los grupos de hembras viejas.

En cuanto a los niveles de Keapl en la Cx de los grupos de hembras, no se
observaron diferencias entre el grupo joven con el grupo adulto no tratado, ni entre

los niveles del grupo adulto no tratado con el grupo tratado de la misma edad.

Se encontraron niveles significativamente mas altos de Keapl en las Cx del grupo de
hembras adultas tratadas con SFN en comparacion con el grupo joven (p=0.009). El
grupo de ratas hembras viejas obtuvo niveles similares de Nrf2 en comparacion con
los grupos adultos y el grupo joven. En cambio, las Cx del grupo de hembras viejas
tratadas con SFN tuvieron niveles de Nrf2 significativamente mas altos que todos los
grupos restantes (Jovenes: p < 0.001; Adultas Ctl: p = 0.014; Adultas SFN: p = 0.028;

viejos Ctl: p = 0.012).
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Fig.6 Niveles relativos de Nrf2 y Keapl en Cx de hembras. A) Western blots
representativos de Nrf2 y Keapl en hembras jovenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y
viejas Ctl y tratadas con SFN. B) Andlisis densitométrico de las bandas obtenidas
normalizadas contra el grupo joven. Cada barra representa a la media + D.E. Jovenes:
n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples
de Dunn. La significancia estadistica se especificd como: (a) p<0.05; contra el grupo joven
(b) p<0.0; contra el grupo adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05;
contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo
no tratado de la misma edad.
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6.2.1.2 Nrf2 y Keapl en el hipocampo de hembras

Cuando se evaluaron los niveles de Nrf2 en el Hc de las hembras, se encontraron
niveles mas altos en los grupos tratados con SFN en comparacion con el grupo
control de la misma edad (p=0.035). El Hc del grupo de hembras adultas tratado con
SFN incluso tuvo niveles mas altos de Nrf2 en comparacion con el grupo joven (p <
0.001). De manera similar a lo observado en la Cx, los Hc de los grupos de hembras
viejas obtuvieron valores similares. No se observo ningun efecto adverso con el

tratamiento de SFN (Fig.7A 'y 7B).

De manera similar, el tratamiento con SFN redujo significativamente los niveles de
Keapl en el Hc de las hembras adultas comparadas con el grupo joven (p=0.004) y
con el grupo no tratado de la misma edad (p=0.016). Los niveles de Nrf2 también
disminuyeron significativamente en el Hc de ambos grupos de hembras viejas, tanto
en las tratadas con SFN (Jovenes: p=0.020; Adultas Ctl: p<0.001; Adultas SFN:
p=0.003), como en las del grupo no tratado (Jovenes: p=0.018; Adultas Ctl: p=0.001;
Adultas SFN: p=0.048). No se encontraron diferencias significativas en los niveles

relativos de Keapl en los Hc de los grupos de hembras viejas tratados y no tratados.

El cociente de Nrf2/Keap1l (Fig.8) se calculé como un indicador de la activacion de la
via de Nrf2. Se encontraron niveles mas altos del cociente Nrf2/Keapl en ambas
regiones cerebrales estudiadas en los grupos de ratas hembras adultas tratadas con
SFN en comparacion con los grupos controles de la misma edad (Cx: p = 0.018; Hc:
p = 0.001). Lo que sugiere una sintesis de novo mas alta o una tasa de degradacion

menor.
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Fig.7 Niveles relativos de Nrf2 y Keapl en Hc de hembras. A) Western blots
representativos de Nrf2 y Keapl en hembras joévenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y
viejas Ctl y tratadas con SFN. B) Andlisis densitométrico de las bandas obtenidas
normalizadas contra el grupo joven. Cada barra representa a la media + D.E. Jovenes:
n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realizé la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples
de Dunn. La significancia estadistica se especific6 como: (a) p<0.05; contra el grupo joven
(b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (¢) p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05;
contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo
no tratado de la misma edad.
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En el caso de los grupos de hembras viejas observamos cocientes menores a los
encontrados en los grupos jovenes (Cx: Viejas Ctl: p = 0.002, Viejas SFN: p < 0.001;
Hc: Viejas Ctl: p = 0.020, Viejas SFN: p < 0.018), adultas no tratadas (Cx: Viejas
SFEN: p = 0.035; Hc: Viejas Ctl: p < 0.001, Viejas SFN: p < 0.001), y que las ratas en
adultas tratadas con SFN (Cx: Viejas Ctl: p = 0.022, Viejas SFN: p < 0.001; Hc: Viejas
Ctl: p = 0.003, Viejas SFN: p = 0.004). En resumen, el tratamiento con SFN
incrementd los niveles relativos de Nrf2 y disminuy6 los valores relativos de Keapl lo
gue, en consecuencia, incrementé el cociente de Nrf2/Keapl en hembras adultas y

gue podria sugerir que el SFN induce la activacion de la via de Nrf2.

4 Fig.8 Cociente Nrf2/Keapl en Cx e Hc de
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3 3 d :C:l‘:g;’?éﬁ;m Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos
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C}"’ sb(’ grupo no tratado de la misma edad.

6.2.1.3 Nrf2y Keapl en la corteza cerebral de machos

Con respecto a los machos, en la Cx se observO que los niveles de Nrf2

incrementaron con la edad (Fig. 5A; 5B ).
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Fig.9 Niveles relativos de Nrf2 y Keapl en Cx de machos. A) Western blots representativos
de Nrf2 y Keapl en machos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y viejos Ctl y tratados
con SFN. B) Analisis densitométrico de las bandas obtenidas normalizadas contra el grupo
joven. Cada barra representa a la media + D.E. Jévenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos
SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones miltiples de Dunn. La significancia
estadistica se especificd como: (a) p<0.05; contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo
adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e)
p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la misma
edad.

Los niveles obtenidos en el grupo de ratas machos adultos no tratados (p=0.018), el
grupo de machos viejos no tratadas (p=0.011), asi como el grupo de machos viejos

tratados con SFN (p< 0.001) fueron, en promedio, 5 veces mas altos que los
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observados en el grupo de ratas jévenes. En la Cx del grupo de machos adultos
tratados con SFN obtuvo niveles de Nrf2 significativamente mas altos que todos los
grupos restantes (Jovenes: p<0.001; Adultos Ctl: p<0.001; Viejos Ctl: p<0.001; Viejos

SFN: p=0.005).

Los niveles de Keapl correspondientes a la Cx (Figs. 9A y 9B) fueron menores en
los adultos tratados con SFN cuando se compararon con el grupo no tratado de la
misma edad (p=0.003). Asi mismo se observaron niveles mas altos de Keapl en la
Cx de ambos grupos viejos, tanto en los tratados con SFN como en los viejos no
tratados en comparacién con los grupos de ratas jovenes (Viejos Ctl: p=0.016; Viejos
SFN: p<0.001) y adultos tratados con SFN (Viejos SFN: p = 0.002). No se
encontraron diferencias en los niveles de Keapl en la Cx entre los grupos viejos

tratados y controles de la misma edad.

6.2.1.4 Nrf2 y Keapl en el hipocampo de machos

En el caso del Hc de los machos, (Figs.10A y 10B), no se observaron diferencias
significativas entre los niveles de Nrf2 entre los machos jévenes y los adultos no
tratados. Por otra parte, en el Hc de los macho viejos tratados con SFN se obtuvieron
niveles mas altos de Nrf2 comparados con los del grupo no tratado de la misma edad
(p=0.004). De igual manera a lo observado en la corteza cerebral, el tratamiento con
SFN redujo los niveles de Keapl en el Hc en comparacion con el grupo no tratado de

la misma edad (p=0.037).
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El cociente Nrf2/Keapl (Fig. 11) fue mas alto en la Cx de los machos jovenes al
compararse con los demas grupos (Adultos Ctl: p=0.018; Adultos SFN: p=<0.001;

Viejos Citl: p=0.011; Viejos SFN: p=0.012).
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Fig.10 Niveles relativos de Nrf2 y Keapl en Hc de machos. A) Western blots
representativos de Nrf2 y Keapl en machos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y
viejos Ctl y tratados con SFN. B) Andlisis densitométrico de las bandas obtenidas
normalizadas contra el grupo joven. Cada barra representa a la media + D.E. Jovenes:
n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples
de Dunn. La significancia estadistica se especific6 como: (a) p<0.05; contra el grupo joven
(b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (¢) p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05;
contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo
no tratado de la misma edad.
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Mas aun, el cociente de Nrf2/Keapl fue significativamente menor en el grupo adulto
no tratado comparado con el grupo joven y encontramos que en la Cx del grupo
adulto tratado con SFN obtuvo cocientes de Nrf2/Keapl similares a los encontrados
en el grupo joven, por lo que, de igual manera fue mayor que el cociente encontrado

en la Cx del grupo adulto no tratado (p<0.001).

En ambos grupos viejos, sin importar si fueron tratados con SFN o con el vehiculo,
se observaron cocientes de Nrf2/Keapl mas bajos que aquellos encontrados en los

grupos adultos tratados con SFN (Viejos Ctl: p<0.001; Viejos SFN: p=0.005).

Por otra parte, los cocientes de Nrf2/Keapl en el Hc de los machos fueron
homogéneos en la mayor parte de los grupos evaluados y solo se obtuvieron valores
significativamente menores en Hc del grupo adulto tratado con SFN (p=0.043) y del
grupo viejo control (p=0.001) cuando se compardé con el grupo joven. Cabe destacar
gue el grupo viejo tratado con SFN obtuvo cocientes mas altos que los observados

en el grupo control de la misma edad (p=0.022).

Estos resultados sugieren que el tratamiento con SFN induce la activacion de la via
de Nrf2, probablemente aumentando directamente los niveles de Nrf2, o mediante la
disminucién de su represor citosolico, Keapl en los grupos adultos de hembras y

machos.
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Fig.11 Cociente Nrf2/Keapl en Cx e Hc de
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6.2.1.5 Comparacion del cociente Nrf2/Keapl entre

machos y hembras

Al comparar el cociente de Nrf2/Keapl entre sexos se observé que, en general, las
hembras obtuvieron valores significativamente mas altos en comparacion a los
machos, tanto en Cx (jovenes: p<0.001; adultos Ctl: p=0.004; adultos SFN: p<0.001;
viejos Ctl: p=0.057 y viejos SFN: p=0.036) como en Hc (jévenes: p<0.001; adultos

Ctl: p=0.003; adultos SFN: p=0.001; viejos Ctl: p=0.003 y viejos SFN: p=0.001).

En cuanto a los grupos de animales adultos pudimos observar un efecto dependiente
de la region evaluada y del sexo. En la Cx los valores de Nrf2/Keapl se comportaron
de manera opuesta en ambos sexos, ya que en las hembras disminuy6 con la edad,
mientras que en machos el cociente fue mayor. Aunque a pesar de ello fue menor
gue el cociente encontrado en hembras. Por el contrario, en el Hc incrementaron los

valores obtenidos de Nrf2/Keapl hasta 50 veces mas de los valores observados en

48



machos (Nrf2/Keapl hembras: 10.25+2.73; Nrf2/Keapl machos 0.19+0.12). En el Hc
de los machos no hubo ninguna diferencia con respecto al grupo de animales

jovenes.

A pesar de que en ambos sexos se observo que el tratamiento con SFN en los
grupos adultos indujo el aumento de los valores de Nrf2/Keapl, se notd que las
hembras adultas tratadas con SFN presentaron una respuesta mas intensa
(10.17+0.92) en comparacion con los machos de la misma edad y tratamiento

(3.01+0.63).

Este efecto fue incluso mas notorio en el Hc, en donde las hembras adultas tratadas
con SFN obtuvieron una respuesta 70 veces mayor que la observada en los machos
adultos tratados con SFN (Nrf2/Keapl hembras: 16.22+3.58; Nrf2/Keapl machos

0.22+0.01).

En los grupos de hembras viejas se identificaron los cocientes de Nrf2/Keapl mas
bajos de todos los grupos evaluados tanto en Cx como en Hc. A pesar de ello
también fueron mas altos que los obtenidos en los grupos de machos viejos, incluso

cuando estos fueron mayores que los registrados en el grupo de ratas jévenes.

6.2.2 Respuesta enziméatica antioxidante
6.2.2.1 Actividad y expresion de enzimas antioxidantes en

la corteza cerebral de hembras

Al determinar los niveles de las tres enzimas antioxidantes (SOD, CAT y Gpx;

Figs.12A y 12B), asi como su actividad en las hembras (Fig. 12C) se observo que los
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niveles de Gpx fueron mayores en el grupo de hembras adultas a las que se les
administré Unicamente el vehiculo en comparaciéon con el grupo joven (p=0.005),
pero no se encontraron diferencias con el grupo de la misma edad tratadas con SFN,
ni con ninguno de los grupos de ratas viejas. Tampoco se encontraron diferencias
significativas en los niveles de CAT en la Cx entre el grupo de ratas jovenes y

ambos grupos de ratas adultas.

Sin embargo, se observaron niveles significativamente mas bajos en la Cx de ambos
grupos de ratas viejas en comparacion con el grupo joven y los grupos adultos
(Viejas Ctl: vs Adultas Ctl p=0.011; vs Adultas SFN p=0.011. Viejas SFN: vs Jévenes
p=0.008; vs Adultas Ctl p=0.001; vs Adultas SFN p=0.001. Fig.12A; 12B). También
se determinaron niveles mas bajos de CAT en la Cx del grupo de ratas viejas
tratadas con SFN en comparacién con el grupo no tratado de la misma edad

(p=0.046).

En el caso de SOD (Fig.12A y 12B) se observaron niveles significativamente mas
bajos en la Cx de ambos grupos de ratas adultas, tanto en las tratadas (p=0.043)

como en aquellas a las que sdlo se les administr6 el vehiculo (p=0.012).
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Fig.12 Evaluacién de las enzimas antioxidantes en la Cx de hembras. A) Western blots
representativos de Gpx, CAT y SOD en hembras jovenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y
viejas Ctl y tratadas con SFN. B) Andlisis densitométrico de las bandas obtenidas
normalizadas contra actina. C) Evaluacion de la actividad antioxidante de las tres enzimas
estudiadas. Cada barra representa a la media = D.E. Jévenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos
SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. La significancia estadistica
se especificd como: (a) p<0.05; contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (c)
p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el
grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la misma edad.
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A pesar de que se encontraron niveles similares de las tres enzimas en la mayoria de
los grupos evaluados (Fig. 7C), si se encontraron diferencias significativas en la
actividad antioxidante de las enzimas en la Cx de las hembras tratadas con SFN en
comparacion con las hemrbas del grupo control de la misma edad (Gpx p=0.041,
CAT p=<0.001; SOD p=<0.001). Cabe mencionar que el tratamiento con SFN no tuvo
ningun efecto observable en la actividad antioxidante de Gpx o de SOD en los grupos

de ratas viejas, pero si en la actividad de CAT (p=0.008).

6.2.2.2 Actividad y expresion de enzimas antioxidantes en

el hipocampo de hembras

En el caso del Hc de las hembras (Figs.13A y 13B), se encontraron diferencias
significativas entre los niveles de algunas de las enzimas antioxidantes evaluadas.
Los niveles de Gpx en Hc fueron mayores en el grupo de hembras adultas tratadas
con SFN en comparacion con todos los demés grupos experimentales (Jovenes:
p=0.001; Adultas Ctl: p=0.006; Viejas Ctl: p=0.016; Viejas SFN: p=0.014), (Figs. 8Ay

8B).

De igual forma, se observaron niveles elevados de CAT en el Hc de los grupos de
ratas jovenes y adultas tratadas con SFN en comparacién con el grupo de ratas
adultas no tratadas (Joven: p=0.025; Adultas SFN: p=0.046), con el grupo de ratas
viejas control (Joven: p=0.006; Adultas SFN: p=0.020) y con el grupo de ratas viejas

tratadas con SFN (Joven: p<0.001; Adultas SFN: p=0.001), (Fig.13A y 13B).
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Cuando se evalu6 el Hc de las hembras se obtuvieron diferencias en los niveles de
SOD del grupo de hembras jovenes, en el que se detectaron niveles
significativamente mas altos en comparacion con los grupos de hembras adultas
(Adultas Ctl: p<0.001; Adultas SFN: p=0.002), asi como con el grupo de hembras
viejas tratadas con SFN (p=0.018). No se encontraron diferencias entre los niveles de
SOD en el Hc de los grupos de hembras adultas ni de viejas, sin importar si fueron
tratadas o no con SFN. Los niveles de enzimas antioxidantes en Hc parecieron no
ser afectados por el tratamiento con SFN, e incluso se not6 una reduccion
significativa en los niveles de algunas enzimas antioxidantes en los grupos de
hembras viejas tratadas con SFN cuando se comparé con el grupo control de la

misma edad.

Sin embargo, la actividad antioxidante de las enzimas evaluadas en el Hc se detectd
un incremento en la actividad de las tres enzimas en el grupo de hembras adultas a
las que se les administré el SFN en comparacion con el grupo de hembras control de
la misma edad (Gpx: p=0.020; CAT: p=0.001; SOD: p<0.001), pero que no se
observo efecto alguno del tratamiento en los grupos de ratas hembras mas viejas en
ninguna de las enzimas evaluadas (Fig. 13C). En el caso de la actividad antioxidante
de Gpx en el Hc, se observé una mayor actividad en el grupo de hembras jévenes
comparado con los demas grupos (Adultas Ctl: p=0.001; Viejas Ctl: p=0.014; Viejas
SFN: p=0.031), con excepcién del grupo de ratas hembras adultas tratadas con SFN,
en el que se obtuvieron valores similares al del grupo de hembras jovenes. Por otra

parte, la actividad de CAT en Hc se mostré constante entre el grupo de hembras

53



jovenes y el grupo de hembras adultas control, pero se incrementé en los grupos
tratados con SFN, tanto en Hc de hembras adultas (p=0.001) como en el grupo de
hembras viejas (p=0.004). Ademas se observé un aumento en la actividad de CAT en
Hc con la edad, cuya actividad antioxidante fue mayor en el grupo de ratas hembras

viejas control que el grupo de hembras adultas control (p=0.035).
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Fig.13 Evaluacion de las enzimas antioxidantes en el Hc de hembras. A) Western blots
representativos de Gpx, CAT y SOD en hembras jovenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y
viejas Ctl y tratadas con SFN. B) Andlisis densitométrico de las bandas obtenidas
normalizadas contra actina. C) Evaluacion de la actividad antioxidante de las tres enzimas
estudiadas. Cada barra representa a la media + D.E. Jévenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos
SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. La significancia estadistica
se especific6 como: (a) p<0.05; contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (c)
p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el
grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la misma edad.
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6.2.2.3 Actividad y expresion de enzimas antioxidantes en

la corteza cerebral de machos

Al evaluar la Cx de los machos (Figs.14A y 14B) se encontraron niveles elevados de
la enzima Gpx en el grupo de los adultos control (p=0.003), el grupo de adultos
tratados con SFN (p=0.021) y el grupo machos viejos no tratados (p=0.039) cuando
se compararon con el grupo joven. El tratamiento con SFN no tuvo efecto sobre los
niveles de Gpx de la Cx en los grupos de machos adultos. En contraste, se pudo
observar una reduccién significativa en los niveles de Gpx de la Cx al compararse
con el grupo de machos control de la misma edad (p=0.047), (Figs.14A y 14B). En el
caso de CAT se observaron niveles mas altos en la Cx del grupo de ratas jovenes en
comparacion con los grupos de animales adultos (Ctl: p=0.028; SFN: p=0.002) y en
los grupos viejos (Ctl: p=0.001; SFN: p<0.001), pero no se hallaron diferencias entre
los niveles de CAT de los grupos de machos adultos tratados y no tratados. Por otra
parte, se observd una reducciéon en los niveles del grupo de machos viejos tratados
con SFN comparado con el grupo control de la misma edad (p=0.024), (Fig.14A vy
14B). De manera similar a lo observado en relacion alos niveles de Gpx, los niveles
de SOD en la Cx se incrementaron en ambos grupos de machos adultos en
comparacion con el grupo joven y, nuevamente, el tratamiento con SFN increment6
significativamente los niveles de SOD en la Cx en comparacion con el grupo control
de la misma edad (p=0.028). En los grupos de machos viejos se observo un
comportamiento similar al de las hembras viejas de la misma edad, en el que el

tratamiento con SFN redujo los niveles de SOD en Cx en comparacién con el grupo
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viejo administrado so6lo con el vehiculo (p=0.019). También se observé una
disminucién significativa en los niveles de SOD en el grupo de machos viejos no
tratados (Adultos Ctl: p=0.028; Adultos SFN: p=0.031) asi como en el grupo de
machos viejos tratados con SFN (Adultos Ctl: p=0.018; Adultos SFN: p<0.001),

(Figs.14A y 14B).

Al evaluar la actividad de las enzimas antioxidantes, se observé que el tratamiento
con SFN increment6 su actividad en la Cx del grupo de machos adultos al
compararlo con el grupo control de la misma edad (Gpx: p<0.001; CAT: p=0.044;
SOD: p=0.001), pero no tuvo ningun efecto sobre la actividad antioxidante de las
enzimas en los grupos de machos viejos. En el caso de la actividad de CAT, el grupo
joven y el grupo de adultos controles tuvieron valores similares y fueron
significativamente mas bajos que los encontrados en el grupo de machos adultos
tratados con SFN (Jovenes: p=0.014; Adultos Ctl: p=0.044), al igual que en el grupo
de machos viejos no tratados (Jévenes: p=0.02; Adultos Ctl: p=0.043) y machos
viejos tratados con SFN (JOovenes: p=0.045; Adultos Ctl: p=0.009; Fig.14C). La
actividad antioxidante de SOD en Cx se comporté de manera similar a lo encontrado
en la actividad antioxidante de CAT, en la que el grupo de machos adultos no
tratados obtuvo una actividad menor en comparacion al grupo joven (p=0.013),
mientras que el grupo de machos adultos tratados con SFN y ambos grupos de
machos viejos obtuvieron actividades similares. El grupo de machos adultos tratados
con SFN tuvo una mayor actividad de SOD en la Cx en comparacidon a su grupo

control de la misma edad (p< 0.001), (Fig.14C).
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Fig.14 Evaluacion de las enzimas antioxidantes en la Cx de machos. A) Western blots
representativos de Gpx, CAT y SOD en machos jévenes, adultos Ctl y tratados con SFN y
viejos Ctl y tratados con SFN. B) Andlisis densitométrico de las bandas obtenidas
normalizadas contra actina. C) Evaluacién de la actividad antioxidante de las tres enzimas
estudiadas. Cada barra representa a la media + D.E. Jovenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos
SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-
Walllis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. La significancia estadistica
se especificé como: (a) p<0.05; contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (c)
p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el
grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la misma edad.
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6.2.2.4 Actividad y expresion de enzimas antioxidantes en

el hipocampo de machos

Finalmente, al evaluar los niveles de las enzimas obtenidas del Hc de los individuos
macho no se encontraron diferencias significativas en los niveles de Gpx entre los
grupos adultos (Figs.15A y 15B), pero se encontraron niveles mas altos en el grupo
de individuos viejos tratados con SFN cuando se comparé con el grupo de machos
jovenes (p=0.001) y con el grupo tratado con SFN (p=0.009). De manera similar a lo
observado en los niveles de CAT en la Cx, se encontraron niveles significativamente
altos de esta enzima antioxidante que la observada en el resto de los grupos (Adultos
Ctl: p=0.003; Adultos SFN: p=0.002; Viejos Ctl: p<0.001; Viejos SFN: p<0.001). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de machos adultos o viejos
tratados con SFN. Los niveles de SOD incrementaron significativamente en el Hc con
la edad (Adultos Ctl: p=0.035; Adultos SFN: p=0.007; Viejos Ctl: p=0.002; Viejos

SFN: p<0.001), (Fig. 15A y 15B).

Cuando se evalud la actividad antioxidante de las enzimas, la Gpx en Hc de machos
mostré tener valores similares a los que se observaron en la Cx, por lo que la
actividad de Gpx en el grupo de adultos no tratados fue menor a la encontrada en el
grupo de animales jovenes (p=0.005), (Fig.15A y 15B). Las enzimas antioxidantes en
el Hc del grupo de machos adultos tratados con SFN tuvo una actividad antioxidante
de Gpx mayor al compararla con la del grupo de machos control de la misma edad
(p=<0.001), asi como al compararlo con el grupo de machos viejos no tratado

(p=0.039).
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Fig.15 Evaluacion de las enzimas antioxidantes en el Hc de machos. A) Western blots
representativos de Gpx, CAT y SOD en machos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y
viejos Ctl y tratados con SFN. B) Andlisis densitométrico de las bandas obtenidas
normalizadas contra actina. C) Evaluacion de la actividad antioxidante de las tres enzimas
estudiadas. Cada barra representa a la media + D.E. Jévenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos
SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. La significancia estadistica
se especificd como: (a) p<0.05; contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (c)
p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el
grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la misma edad.
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El grupo de machos adultos no tratados mostraron tener una menor actividad
antioxidante de Gpx cuando se comparé con ambos grupos de machos viejos (Viejos

Ctl: p=0.036; Viejos SFN: p=0.028), (Fig.15C).

En resumen, el tratamiento con SFN incrementd la actividad antioxidante de las
enzimas evaluadas en los grupos de animales adultos de ambos sexos, pero no tuvo
efectos significativos sobre la actividad antioxidante en los grupos de animales viejos
de ambos sexos. Ademas, el tratamiento con SFN disminuy6 los niveles de las
enzimas antioxidantes en los grupos viejos de ambos sexos en comparacion con su
grupo control de la misma edad. A pesar de que los niveles de las enzimas fueron
similares en lo grupos estudiados, el tratamiento con SFN increment6 la actividad de

la mayoria de las enzimas evaluadas tanto en el Hc como en la Cx.

6.2.3 El efecto del SFN sobre el estado redox y el dafio a proteinas

por oxidacion

Se determind el cociente de GSH/GSSG como un indicador del estado redox, asi
como la carbonilacion de proteinas como indicador de dafio relacionado a la

oxidacion como consecuencia del estrés oxidante.
6.2.3.1 Estado redox en la corteza cerebral

En la Cx de ambos sexos, los grupos de animales adultos obtuvieron cocientes de
GSH/GSSG mas bajos en comparacién a los obtenidos en los grupos de ratas
jovenes del sexo correspondiente (Hembras: p=0.022; Machos: p=0.005), (Fig.16A).

Ademas, el grupo de hembras adultas tratadas con SFN, obtuvo cocientes de
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GSH/GSSG mayores a los observados en el grupo al que sélo se le administré el
vehiculo (p<0.001), (Fig.16A), mientras que no se encontraron diferencias
significativas con el grupo de hembras jovenes. Tampoco se observaron diferencias
significativas entre los grupos de hembras viejas, sin importar si fueron o no tratadas
con SFN. Aun asi, los grupos de hembras viejas obtuvieron valores mas altos en
comparacién con el grupo de ratas adultas no tratadas (Viejas Ctl: p=0.005; Viejas

SFN: p=0.047; Fig.16A).

En cuanto a los machos, se observé que los grupos viejos tratados con SFN tuvieron
cocientes de GSH/GSSG mas altos al compararlos con el grupo no tratado de la
misma edad (p=0.028). Los machos viejos tratados con SFN obtuvieron un cociente
GSH/GSSG mas alto que los grupos adultos (Adultos Ctl: p=0.001; Adultos SFN:

p=0.014), (Fig.16A).

6.2.3.2 Estado redox en el hipocampo

Por otra parte, en el Hc, el tratamiento con SFN soélo increment0 el cociente de
GSH/GSSG en hembras adultas al compararlas con su grupo control de la misma
edad (p <0.001) y con el grupo joven (p=0.038), (Fig. 11B). Ambos grupos de
hembras viejas obtuvieron cocientes de GSH/GSSG similares a los observados en
los grupos de hembras joévenes, e incluso mas altos a los encontrados en el grupo de
hembras adultas no tratadas (Viejas Ctl: p=0.046; Viejas SFN: p=0.009). En el Hc no
se encontraron diferencias significativas entre los grupos de hembras jovenes y

adultas, aunque se observaron cocientes de GSH/GSSG menores en los grupos de
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hembras viejas en comparacién con el grupo de hembras jovenes (Viejas Citl:

p=0.003; Viejas SFN: p=0.043).
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Fig.16 Determinacion del cociente GSH/GSSG en la Cx y el Hc de hembras y machos. A)
Cociente de GSH/GSSG correspondiente a la Cx de grupos jovenes, adultos Ctl y tratados con
SFN y viejos Ctl y tratados con SFN de ambos sexos. B) Cociente de GSH/GSSG
correspondiente al Hc de grupos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y viejos Ctl y tratados
con SFN de ambos sexos. Cada barra representa a la media + D.E. Jovenes: n=5; Adultos Citl:
n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. La significancia
estadistica se especificé como: (a) p<0.05; contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo
adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e)
p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la misma edad.
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En resumen, el tratamiento con SFN increment6 el cociente GSH/GSSG en las
hembras adultas en ambas regiones cerebrales evaluadas, mientras que en el caso
de los machos, no se observé ningun efecto significativo al comparar al grupo de
ratas jovenes con los grupos de animales viejos y tampoco se observo efecto alguno
en los grupos de animales viejos de ninguno de los dos sexos tratados con SFN. Sin
embargo, el tratamiento con SFN si disminuy6 el cociente GSH/GSSG del grupo de

animales adultos en comparacién con el grupo control de la misma edad.

6.2.3.3 Dafilo a proteinas en la corteza cerebral e

hipocampo

Para determinar si el tratamiento con SFN también podia reducir el dafio oxidante, se

evaluo la carbonilacion de proteinas.

El tratamiento con SFN fue capaz de disminuir el contenido de proteinas
carboniladas en la Cx e Hc de los grupos de animales adultos de ambos sexos al ser
comparados con los individuos del grupo control de la misma edad. (Hembras: Cx:

p=0.005; Hc: p=0.039; Machos: Cx: p=0.039; Hc: p=0.048), (Fig.17Ay 17D).

En los grupos tratados con SFN se identific6 una disminucién del contenido de
proteinas carboniladas, mostrando una mejoria notoria en el estado redox, asi como
un efecto protector en los grupos de animales adultos de ambos sexos y, de forma

inesperada, también en los grupos de animales viejos.
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Fig.17 Evaluacion del dafio a proteinas por carbonilacién en la Cx y el Hc de hembras y
machos. A) Niveles de grupos carbonilos correspondientes a la Cx de grupos jovenes, adultos
Ctl y tratados con SFN y viejos Ctl y tratados con SFN de ambos sexos. B) ) Niveles de grupos
carbonilos correspondientes al Hc de grupos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN vy viejos
Ctl y tratados con SFN de ambos sexos. Cada barra representa a la media + D.E. Jévenes:
n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn.
La significancia estadistica se especific6 como: (a) p<0.05; contra el grupo joven (b) p<0.05;
contra el grupo adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05; contra el grupo
viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la
misma edad.

6.2.4 Analisis factorial para evaluar la relacién entre las variables

del estado redox

Para reducir las dimensiones representadas por todas las variables evaluadas en un

sistema mas simple para su analisis, llevamos a cabo un analisis factorial (FA) como
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se describe en la seccién de métodos. El cociente de Nrf2/Keapl, los niveles de
todas las enzimas antioxidantes asi como su actividad enzimatica fueron incluidas en
el analisis, junto con el cociente GSH/GSSG y el contenido de proteinas

carboniladas. El FA redujo las variables a un sistema conformado de tres factores.

En el caso de la Cx, los tres factores explicaron el 67% de la variacion en el modelo.
El factor 1 fue denominado “Cx H,0,", y se encontraba negativamente relacionado
con el nivel relativo de la Gpx y positivamente con la actividad de CAT. El factor 2,
llamado “Cx RS” representa al estado redox (redox state por su traduccion al inglés),
el cual estaba positivamente relacionado a la actividad de SOD, el cociente
GSH/GSSG vy la actividad de Gpx, pero se encontraba negativamente relacionado al
contenido de carbonilos. Por ultimo, el factor 3 fue denominado “CX FLD” el cual
representa a la primera linea de defensa (first line of defense por su traduccion al
inglés) contra las ERO, que estaba positivamente relacionada con el cociente de

Nrf2/Keapl y con los niveles relativos de SOD (Fig.18A).

En el caso del Hc, los tres factores explicaron el 59% de la variacion del modelo.
Dichos factores tuvieron nombres similares, pero consistieron de diferentes
componentes. El factor 1 fue denominado “Hc RS” y representaba al estado redox, el
cual estaba representado positivamente por la actividad antioxidante de CAT vy el
cociente de GSH/GSSG, y negativamente con el contenido de carbonilos. El factor 2
fue llamado “Hc FLD” el cual representa la primera linea de defensa y esta

positivamente relacionado con la actividad de SOD, y sus niveles relativos, asi como
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con los niveles relativos de Gpx. Finalmente, el factor 3 fue denominado como “Hc

Gpx”, el cual estaba positivamente representado por la actividad de Gpx (Fig.18C).

En la gréafica de puntos correspondiente a region de la Cx (Fig.18B), observamos que
para ambos sexos, los grupos de animales jovenes estaban localizados
principalmente en el centro y en los paneles derechos en donde el factor 1 “Cx H,0,"
esta localizado mientras que los grupos de animales adultos no tratados de ambos
sexos se encontraban localizados principalmente en los paneles izquierdos en donde
la representacion del factor 1 y el factor 2 “Cx RS” estaban presentes. Los machos
viejos tratados con SFN, fueron quienes mostraron una mejora, localizandose
principalmente hacia el factor 3 “Cx FLD”, en comparacion con el grupo de hembras

adultas no tratadas.

La grafica de puntos correspondiente a la region del Hc (Fig.18D) muestra que los
grupos de animales jévenes de ambos sexos en conjunto con los animales adultos
tratados con SFN se localizaban principalmente en el centro del grafico y en los
paneles derechos. Particularmente el grupo de machos jovenes se localizé en el
panel inferior derecho, donde el factor 1 “Hc RS” esta localizado. De manera distinta
a lo que se encontr6 en el grupo de las hembras jovenes que se localizaban
principalmente en el panel del centro en el que el factor 2 “Hc FDL” se encuentra
localizado, relacionado con la mejora en los factores relacionados con el estado
redox y primera linea de defensa. Este analisis sugiere que el tratamiento con SFN
puede recuperar la homeostasis redox en la Cx de los machos viejos, asi como en el

Hc de las hembras viejas.
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Fig.18 Andlisis factorial de la Cx e Hc de machos y hembras. Se utilizaron todas las variables
de ambos sexos para llevar a cabo la prueba de Kaiser-Meyere-Olkin (KMO). Las variables
con un MSA<0.50 fueron excluidas del andlisis. Las cargas pueden variar desde -1 a 1. Las
cargas cercanas a -1 o 1 indican que la variable influye fuertemente sobre el factor. Las
cargas cercanas a 0 indican que la variable tiene una influencia débil sobre el factor. A)
Diagrama de arbol para facilitar la interpretacion de los factores obtenidos para Cx. B) Grafico
de puntos para las variables correspondientes a Cx. C) Diagrama de arbol para facilitar la
interpretaciéon de los factores obtenidos para Hc. D) Gréafico de puntos para las variables
correspondientes a Hc. Cada punto representa a un individuo. Los puntos representan a las
hembras, mientras que los cuadrados representan a los machos.

68



6.2.5 Anaélisis discriminante

El modelo discriminante se realizo con los factores generados en el FA, y ademas se
incluyé la variable IT/IN proveniente de los datos obtenidos en la prueba de
reconocimiento de objetos novedosos, ya que la covarianza fue significativa (lambda
de Wilks= 3.6e-6, Fs4183= 236.2, p<0.0001). Ambas dimensiones canonicas
explicaban un total del 81.12% de la varianza total. Los resultados obtenidos
mostraron que el tratamiento con SFN mejora en gran medida la FLD en la Cx de las
hembras adultas, siendo muy similar a los observados en las hembras jovenes. En el
caso del grupo de hembras adultas no tratadas correlacionaron negativamente con el
RS tanto de Cx como de Hc, teniendo una correlacion débil con la FLD. Ambos
grupos viejos también se correlacionaron negativamente con el RS y, de manera
débil, con el factor H,O, que involucra a las enzimas que contienden contra altas
concentraciones de H,0,. Los grupos de hembras viejas y adultas no tratadas fueron

estadisticamente similares.

En cuanto a los machos, el grupo de animales jévenes obtuvo una fuerte correlacién
con el RS tanto en la Cx como en el Hc, y se correlacion6 negativamente con la FLD
y el H,O,, debido a que al tener un buen RS, no se requirié activar la respuesta
antioxidante. Es importante resaltar que el grupo de machos adultos tratados con
SFN estan correlacionados con la FLD, lo que también incrementé su correlacién con
el RS, probablemente en un intento para restablecer su homeostasis redox, aunque
en menor medida al compararlos con las hembras de la misma edad y tratamiento.

Por otra parte, los grupos de machos viejos se encontraron positivamente
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correlacionados con el factor H,O, y negativamente con la FLD y el RS, lo que

significa que estaban en un estado de estrés oxidante (Fig. 19).
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Fig.19 Andlisis discriminante sobre los factores de machos y hembras. Se graficaron la primer
y segunda dimensién candnica en las que se representd la mayor parte de la variacion, dicho
porcentaje se indica en cada una de las dimensiones. Se graficaron las 5 variables mas
representativas (Hc: RS, Hc: FLD, Cx: FLD, Cx: RS, Cx: H202) en conjunto con el parametro
de memoria tiempo de interaccién/nimero de interacciones de la prueba de reconocimiento de
objeto novedoso. La longitud y la direccién de los rayos de la gréfica corresponden a el nivel
de asociacion con cada grupo individual. Cada punto representa a un individuo. Los puntos
representan a las hembras, mientras que los cuadrados representan a los machos. Los grupos
experimentales se encuentran rodeados por una elipse del 95% de confianza. La cruz en el

centro de la elipse representa a la media.

nervioso central

6.2.6 Efecto del SFN sobre el perfil inflamatorio en el sistema

Se realizé el analisis de un perfil de 22 citocinas y quimiocinas para evaluar el estado

inflamatorio y los niveles de algunos componentes del SASP. En el caso de la
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citocina IL-4 y de las quimiocinas MCP-1 y MIP-2 se determinaron niveles inferiores
al rango de deteccion del kit, por lo que no se tomaron en cuenta para la realizacion
del andlisis. Las citocinas se dividieron de acuerdo a su actividad en tres paneles:

citocinas proinflamatorias y reguladoras, quimiocinas y citocinas antiinflamatorias.

6.2.6.1 Perfil inflamatorio en la corteza cerebral de ratas

Wistar hembras

En la Cx de las ratas hembras se encontré un aumento en los niveles de las citocinas
prointlamatorias y reguladoras en relaciébn con la edad, independientemente del
tratamiento. Ademas, se determiné un incremento en los niveles de la mayoria de las
citocinas en la Cx de las hembras adultas no tratadas en comparacion con el grupo
de ratas jovenes. Interesantemente, los niveles de citocinas encontrados en los
grupos de ratas hembras viejas no tratadas fueron menores a los observados en los

grupos de hembras adultas controles o, en su defecto, fueron similares (Fig.20).

. G-CSF y IL-5. No se encontraron diferencias en los niveles de estas citocinas

en la Cx de las hembras sin importar el tratamiento o la edad de las mismas.

. GM-CSF, IFN-y e IL-6. Se encontré una disminucion de los niveles de GM-
CSF (p=0.047), IFN-y (p=0.038) y IL-6 (p=0.046) en las hembras adultas tratados con
SFN en comparacion a los grupos controles de la misma edad. No se encontraron

otras diferencias al realizar el analisis entre los otros grupos.

. TNF-a. Esta citocina disminuy6 con el tratamiento de SFN en la Cx de las

hembras adultas (p=0.024). Los niveles de TNF-a en las hembras adultas control
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fueron mayores que en el grupo de hembras jovenes (p=0.047) y que el grupo de

hembras viejas tratadas con SFN (p=0.036).

. IL-1a. Esta interleucina aumento en las hembras adultas no tratadas (p=0.015)
y las viejas tratadas con SFN (p=0.019) en comparacion con el grupo de hembras
jovenes. El grupo de hembras adultas tratadas con SFN tuvo niveles menores de IL-
1a en comparacion con las no tratadas de la misma edad (p=0.036). Las hembras
adultas tratadas con SFN también tuvieron niveles significativamente menores que

los de ambos grupos de hembras viejas (Ctl: p=0.012; SFN: p=0.015).

. IL-1B. Esta interleucina incrementé con la edad, siendo sus niveles mayores
en la hembras adultas control en comparacion con las ratas jévenes (p=<0.001). El
grupo de hembras viejas no tratadas también tuvo niveles mayores de IL-1B en
relacion con el grupo de ratas jovenes (p=<0.001), y sus niveles fueron mas altos
gue los encontrados en las ratas adultas no tratadas (p=<0.001). EI SFN disminuyo
los niveles de IL-1B de las hembras adultas en comparacion al grupo control de la
misma edad (p=0.026), aunque no alcanzaron los niveles obtenidos para el grupo de
las hembras jévenes, ya que fueron significativamente mayores en el grupo de
hembras adultas tratadas con SFN en comparacion con las hembras jovenes
(p=<0.001). En cuanto a las hembras viejas, no se encontraron diferencias con el
tratamiento de SFN, aunque se registraron los niveles mas altos de IL-1B en ambos
grupos en comparaciéon con el grupo de hembras jovenes y ambos grupos de
hembras adultas (Viejas ctl: Jovenes: p<0.001; Adultas ctl: p<0.001; Adultas SFN:

p<0.001. Viejas SFN: joven: p<0.001; adultas ctl: p<0.001; adultas SFN: p=0.023).
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. IL-17A. Esta interleucina presentd niveles similares en el grupo de hembras
jovenes, adultas tratadas con SFN, viejas control, y viejas tratadas con SFN, pero los
niveles fueron significativamente mayores en las adultas no tratadas en comparacion

con el grupo de las jévenes (p=0.038) y con el grupo de las ratas viejas (p=0.041).

. IL-2. Esta interleucina presentd niveles significativamente mayores en las
hembras adultas del grupo control (p=0.002), las adultas tratadas con SFN (p=0.044)
y el grupo de hembras viejas tratados con SFN (p=0.046) cuando se comparan con
las ratas jévenes. Nuevamente, el grupo de hembras adultas no tratadas presenta
niveles mayores de IL-2 cuando se compara con ambos grupos de ratas hembra

viejas (Ctl: p=0.031; SFN: p=0.031).

En el panel B de la figura 20 también se observa que en la Cx, los niveles de la
mayoria de las quimiocinas incrementan en el grupo de hembras adultas control y

disminuyen en el grupo de hembras viejas.

. Eotaxina. Se encontraron niveles similares de esta quimiocina en los grupos
de hembras jovenes, adultas tratadas con SFN y ambos grupos de ratas viejas. Las
ratas adultas no tratadas obtuvieron niveles significativamente mayores que las
jovenes (p=0.048) y que el grupo de animales tratados con SFN de la misma edad

(p=0.039).

. Gro-a. Esta quimiocina mostré un comportamiento similar al observado en la
eotaxina, ya que también se encontraron niveles mas altos en las hembras adultas

no tratadas en comparacion con las hembras jévenes (p=0.024). De igual manera, la
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administracion de SFN disminuy6 los niveles de Gro-a en las ratas adultas en
comparacion con los animales del grupo no tratado de la misma edad (p=0.018). Se
registraron los niveles mas altos de la quimiocina en el grupo viejo tratado con SFN

en comparacion con el grupo joven (p=0.049).

. IP-10. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de hembras jévenes y ambos grupos de hembras viejas en relacion a esta
guimiocina (Fig.20B). Tampoco se encontraron diferencias entre los grupos adultos
sin importar si fueron o no tratadas con SFN. Sin embargo, los niveles en ambos
grupos fueron significativamente mas altos que en el grupo de las ratas jovenes (ctl:
p=0.009; SFN: p=0.013), en el de las ratas viejas no tratadas (ctl: p=0.037; SFN:

p=0.047), y en el de las ratas viejas tratadas con SFN (ctl: p=0.034; SFN: p=0.036).

. MCP-3 Para esta quimiocina no se encontraron cambios con la edad, ni con el

tratamiento con SFN (Fig.20B).

. MIP-1a. Esta quimiocina presenté valores similares en las hembras jovenes y
en ambos grupos de ratas viejas, mientras que los grupos de hembras adultas
presentaron niveles mas altos en comparacion con el grupo de hembras jovenes (ctl:
p=0.047; SFN: p=0.041). A pesar de esto, el tratamiento con SFN si disminuyé los
niveles de MIP-1a en las hembras adultas en comparacién con el grupo no tratado de

la misma edad (p=0.036).
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Fig.20 Andlisis de citocinas y quimiocinas en la Cx de las hembras. A) Panel de citocinas
proinflamatorias y reguladoras de la Cx de hembras jévenes, adultas Ctl y tratados con SFN y
viejas Ctl y tratadas con SFN. B) Panel de quimiocinas de la Cx de hembras jovenes, adultas Ctl y
tratadas con SFN vy viejas Ctl y tratadas con SFN. C) Panel de citocinas antiinflamatorias de la Cx
de hembras jovenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y viejas Ctl y tratadas con SFN. Cada barra
representa a la media £ D.E. Jévenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3;
Viejos SFN: n=3. Se realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Dunn. La significancia estadistica se especificé como: (a) p<0.05;
contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN
(d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el
grupo no tratado de la misma edad.
. RANTES. Esta molécula mostré los niveles mas altos de las 8 quimiocinas
evaluadas, siendo en promedio 10 veces mayor a las demas. Los niveles de
RANTES se incrementaron en ambos grupos de hembras adultas (ctl: p<0.001; SFN:
p<0.001) y en las hembras viejas no tratadas (p<0.001) en comparacion con el grupo
de hembras jovenes. Nuevamente, las hembras adultas no tratadas presentaron los
niveles mas altos de RANTES, incluso mayores que los observados en ambos
grupos de hembras viejas (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001). Los niveles observados en el
las hembras adultas tratadas con SFN fueron significativamente menores que el
grupo no tratado de la misma edad (p<0.001). Llama la atencién que los niveles

observados en las hembras viejas tratado con SFN fueron significativamente mas

bajos que los encontrados en las controles de la misma edad (p<0.001).

En el panel de las citocinas antiinflamatorias no se observaron cambios en la IL-
12p70 ni en la IL-13 (Fig.20C), mientras que la IL-10 mostré los niveles mas altos en
el grupo de individuos adultos tratados con SFN al compararlos con el grupo de
individuos jovenes (p=0.005), con las hembras adultas no tratadas (p=0.019) y con el

grupo de hembras viejas no tratadas (p=0.002).
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6.2.6.2 Perfil inflamatorio en el hipocampo de ratas Wistar

hembras

En el Hc de las ratas hembra se observo un perfil de citocinas y quimiocinas similar

al observado en la Cx.

En el panel de citocinas proinflamatorias y reguladoras (Fig.21A) podemos observar

gue los niveles de la mayoria de las citocinas incrementan con la edad.

. GM-CSF. Esta fue la Gnica citocina que no tuvo ninguna variacion con la edad

ni con el tratamiento con SFN.

. G-CSF. Esta citocina aumenta conforme a la edad en las hembras adultas no
tratadas (p=0.017), hembras viejas no tratadas (p=0.012) y hembras viejas tratadas
con SFN (p=0.033) en comparacion con el grupo de hembras jovenes. El tratamiento
con SFN disminuyé los niveles de G-CSF en las hembras adultas hasta niveles
similares a los encontrados en las hembras jovenes, los cuales fueron
significativamente menores a los niveles encontrados en las hembras adultas control
(p=0.005), las hembras viejas control (p=0.033) y las hembras viejas tratadas con
SFN (p=0.010). En los grupos de ratas viejas no se encontré ningin cambio con el

tratamiento con SFN.

. IFN-y. Esta citocina incrementa con la edad en las hembras adultas no
tratadas (p=0.004), las hembras viejas no tratadas (p=0.001) y las hembras viejas
tratadas con SFN (p=0.008) en comparacion con el grupo de hembras jovenes. El

tratamiento con SFN en las hembras adultas también redujo los niveles de IFN-y en
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comparacion con el grupo control de la misma edad (p=0.008) y con el grupo de

hembras viejas control (p=0.009).

. IL-1a Esta interleucina no present6 diferencias entre el grupo de hembras
jovenes y ambos grupos de hembras adultas, pero si se observaron niveles mas
altos de la IL-1a en las hembras viejas sin importar el tratamiento al compararse con
el grupo de hembras jovenes (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001) y con el grupo de hembras

adultas tratadas con SFN (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001).

. IL-1B. Esta interleucina también mostré un incremento con la edad en donde
los grupos de hembras adultas (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001) y hembras viejas (ctl:
p<0.001; SFN: p<0.001) alcanzaron niveles significativamente mayores en
comparacion con el grupo de hembras jovenes. A pesar de esto se encontré una
disminucién en los niveles de IL-1B en el las hembras adultas (p=0.002) y en las
hembras viejas (p<0.001) tratadas con SFN en comparacion con su grupo control de

la misma edad.

. IL-17. Aument6 con la edad en el que los grupos de hembras adultas (ctl:
p<0.001; SFN: p<0.001) y viejas (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001) cuando se comparan
con el grupo joven. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos

tratados con SFN vy los controles de la misma edad.

. IL-2 e IL-5. Ambas interleucinas mostraron comportamientos muy similares,
aumentando con la edad en los grupos de hembras adultas (IL-2: ctl: p<0.001; SFN:

p=0.003; IL-5: ctl: p=0.029; SFN: p=0.038) y hembras viejas (IL-2: ctl: p<0.001; SFN
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p<0.001; IL-5: ctl: p=0.036; SFN: p=0.038) en comparacion con las hembras jovenes.
El tratamiento con SFN en los grupos de hembras adultas redujo los niveles de
ambas citocinas al compararlos con los niveles presentes en el grupo no tratado (IL-

2: p=0.022: IL-5 p=0.039).

. IL-6 y TNF-a. Ambas moléculas también incrementaron con la edad,
alcanzando niveles mas altos que los de las hembras adultas no tratadas (IL-6:
p=0.039; TNF-a: p=0.039) y ambos grupos de hembras viejas (IL-6: ctl: p=0.037;
SFN: p=0.034; TNF-a: ctl: p=0.037; SFN: p=0.032). Las ratas adultas tratadas con
SFN alcanzaron niveles similares a los encontrados en el grupo de ratas jovenes, por
lo que también los niveles de IL-6 y TNF-a en el grupo de ratas adultas no tratadas
(IL-6: p=0.028; TNF-a: p=0.038) y los de ambos grupos de hembras viejas (IL-6: ctl:
p=0.040; SFN: p=0.017; TNF-a: ctl: p=0.034; SFN: p=0.015) fueron significativamente

mayores que los de las adultas

Las quimiocinas (Fig.21B) también aumentaron con la edad.

. Eotaxina. Respecto a esta quimiocina, no se encontraron diferencias
significativas entre el grupo de ratas jovenes y ninguno de los grupos de hembras
adultas, sin importar si fueron tratados o no con SFN. En cuanto a los grupos de
hembras viejas tampoco se encontraron diferencias significativas con el tratamiento
con SFN, aunque los niveles de eotaxina si fueron significativamente mayores que
los encontrados en el grupo de ratas jovenes (ctl: p=0.038; SFN: p=0.048) y en el

grupo de ratas adultas tratadas con SFN (ctl: p=0.047; SFN: p=0.048).
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. Gro-q, IP-10 y MCP-3. Estas quimiocinas igualmente aumentaron con la edad:
Gro-a (Adultas: Ctl: p=0.019; SFN: p=0.014. Viejas: Ctl: p=0.025; SFN: p=0.038), IP-
10 (Adultas: Ctl: p<0.001; SFN: p<0.001. Viejas: ctl: p<0.001; SFN: p<0.001) y MCP-3
(Adultas: Ctl: p<0.001; SFN: p<0.001. Viejas: ctl: p<0.001; SFN: p<0.001). Los niveles

no variaron con el tratamiento con SFN.

. MIP-1a. Esta quimiocina mostré niveles mayores en los grupos de hembras
adultas (ctl: p=0.001; SFN: p=0.008) y en los grupos de hembras viejas (ctl: p=0.007;
SFN: p=0.006), aun cuando fueron tratadas con SFN. Cabe resaltar que, las ratas
adultas control obtuvieron los valores mas altos, incluso cuando se comparé con las
hembras viejas (ctl: p=0.008; SFN: p=0.009). Sin embargo, el tratamiento con SFN
en las ratas adultas disminuyé de manera significativa los niveles de MIP-1a
(p=0.008). Si bien no bajaron hasta los niveles observados en las ratas jovenes, si se

obtuvieron valores parecidos a los de las hembras viejas.

. RANTES. Al igual que en la Cx, los niveles alcanzados por esta quimiocina
fueron los mas altos de todas las evaluadas en el Hc. Los niveles de RANTES
aumentaron en las hembras adultas (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001) y en las hembras
viejas (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001). Asi mismo se observaron los niveles mas altos
en el grupo no tratado de hembras adultas, en comparacién con los grupos de
hembras viejas, sin importar si fueron o no tratadas con SFN (ctl: p<0.001; SFN:
p<0.001). A pesar de eso, el tratamiento con SFN en las ratas adultas previno el

incremento de RANTES en comparacion con el grupo no tratado de la misma edad
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(p<0.001). Para las ratas viejas, el tratamiento con SFN incremento los niveles de

RANTES en comparacioén con las hembras no tratadas (p<0.001).

En cuanto al panel de citocinas antiinflamatorias (Fig.21C) se observo lo siguiente:

. IL-10. Esta interleucina disminuy6 con la edad. Los niveles de IL-10 en las
hembras adultas no tratadas (p<0.001) y en ambos grupos de hembras viejas (ctl:
p<0.001; SFN: p<0.001) fueron significativamente menores que los encontrados en el
grupo de hembras jovenes. El tratamiento con SFN incrementé los niveles de IL-10
en las ratas adultas en comparacion las no tratadas de la misma edad (p<0.001). No
se encontraron diferencias entre los grupos de ratas adultas no tratadas y los grupos

de ratas viejas.

. IL-12p70 presentd un incremento con la edad sin importar el tratamiento, ya
gue los niveles de IL-12p70 en las hembras adultas (ctl: p<0.001; SFN: p=0.016) y en
las hembras viejas (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001) fueron estadisticamente superiores
gue los determinados en el grupo de hembras jovenes. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos tratados con SFN y sus grupos controles de la misma

edad.

. IL-13. No se observaron efectos del tratamiento con SFN sobre el IL-13. Solo
se identificaron niveles significativamente mas altos en ambos grupos de hembras
adultas (ctl: p=0.048; SFN: p=0.046) en comparacion con el grupo de hembras viejas

no tratadas.
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Fig.21 Andlisis de citocinas y quimiocinas en el Hc de las hembras. A) Panel de citocinas
proinflamatorias y reguladoras del Hc de hembras jovenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y viejas
Ctl y tratadas con SFN. B) Panel de quimiocinas de la Cx de hembras j6venes, adultas Ctl y
tratadas con SFN y viejas Ctl y tratadas con SFN. C) Panel de citocinas antiinflamatorias de la Cx
de hembras jovenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y viejas Ctl y tratadas con SFN. Cada barra
representa a la media £ D.E. Jévenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3;
Viejos SFN: n=3. Se realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Dunn. La significancia estadistica se especificé como: (a) p<0.05;
contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN
(d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el
grupo no tratado de la misma edad.

En resumen, tanto en Cx como en Hc los niveles de citocinas y quimiocinas
incrementan con la edad y en general, en los grupos de hembras adultas tratadas
con SFN los niveles de la mayor parte de éstas disminuyeron significativamente. En
el caso de las citocinas antiinflamatorias no se encontraron cambios significativos,
mas que en la IL-10, la cual disminuy6 con la edad, pero el tratamiento con SFN la

incrementd a niveles similares a los encontrados en los grupos jovenes.

En general se presentaron niveles mas altos en la mayoria de las citocinas y
guimiocinas en el grupo de hembras adultas no tratado en comparacion con el grupo
de hembras jovenes (Fig.24A) y el tratamiento con SFN logro disminuirlos de manera
estadisticamente significativa. Se encontr6 un aumento mayor de las citocinas y
guimiocinas en el Hc de los grupos de hembras adultas y de hembras viejas que en
la Cx, region en la que los cambios fueron menores. En cuanto a los grupos de
hembras viejas no se encontraron cambios significativos en la mayoria de las
citocinas o quimiocinas. El perfil en estos ultimos fue similar entre si, demostrando
gue en hembras el tratamiento con SFN administrado de los 18 a los 21 meses no

tiene un efecto antiinflamatorio, mientras que en el grupo adulto el SFN si es capaz
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de reducir los niveles de la mayoria de las citocinas y quimiocinas evaluadas e

incluso de incrementar algunas citocinas antiinflamatorias.

6.2.6.3 Perfil inflamatorio la corteza cerebral en ratas

Wistar machos

En panel de citocinas proinflamatorias y reguladoras (Fig.22A) no se encontraron
tantas variaciones en ratas Wistar machos ni con la edad, ni con el tratamiento como

las que se encontraron en la misma regién cerebral de las ratas hembras.

. G-CSF, IFNy, IL-17A, IL-2, IL-5 e IL-6. No mostraron ningin cambio en los

niveles en relacién con la edad, ni con el tratamiento con SFN.

. GM-CSF. Solamente se observaron cambios en esta citocina en el grupo de
machos adultos tratados con SFN, en donde hubo una disminucion en comparacion
con el grupo de machos no tratados de la misma edad (p=0.043). No se observaron
cambios entre los niveles de GM-CSF en los grupos de machos viejos, ni un

incremento con la edad con respecto al grupo de machos jévenes.

. IL-1a. Present6 un aumento asociado a la edad en los machos adultos no
tratado (p<0.001) en comparacién con el grupo de machos jovenes. No se
encontraron diferencias entre el grupo control de machos viejos y el grupo de
machos jévenes, ni tampoco con el grupo control de machos adultos. De manera
interesante, se observaron valores significativamente menores en los grupos de
machos adultos (p<0.001) y viejos (p<0.001) tratados con SFN en comparacion con

sus grupos controles de la misma edad, llegando a niveles similares a los hallados en
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el grupo joven. Aunque los niveles de IL-1a en el grupo de individuos viejos tratados
con SFN también fueron significativamente menores que los encontrados en el grupo

de individuos adultos no tratados (p<0.001).

. IL-18. Respecto a esta citocina se observo una disminucion en el grupo de
machos adultos no tratados con respecto al grupo de machos jovenes (p=0.024) A
pesar de eso, el tratamiento con SFN redujo ain mas los niveles de IL-1 en relacion
a los de los animales del grupo control de la misma edad (p=0.048), alcanzando, en
promedio, un 50% de los niveles observados en el grupo de los animales jovenes
(p=0.002). Los machos viejos sin tratamiento mostraron niveles mas altos de IL-13
en comparacion al grupo de machos jovenes (p=0.044), machos adultos sin
tratamiento (p=0.006) y adultos tratado con SFN (p<0.001). No se observaron efectos

del tratamiento con SFN en el grupo de machos viejos.

. TNF-a no present6 diferencias en los niveles observados en el grupo de
machos jévenes, machos adultos control, machos viejos control ni machos viejos
tratados con SFN. Sin embargo, los niveles de TNF-a fueron menores en el grupo de
machos adultos tratados con SFN en comparacion al grupo de animales no tratados

de la misma edad (p=0.015) y al grupo de machos viejos no tratados (p=0.019).

El tratamiento con SFN practicamente no tuvo efecto sobre los niveles de las

guimiocinas evaluadas (Fig.22B).

* Eotaxina, Gro-a, IP-10 y MIP-1a. No variaron sus niveles con la edad ni con el

tratamiento con SFN.

85



MCP-3. Presento6 niveles significativamente menores en el grupo de machos adultos
tratados con SFN al compararse con el grupo de machos viejos control (p=0.034) y el
grupo de viejos tratados con SFN (p=0.035). A pesar de ello, no se observaron
diferencias significativas entre el grupo de machos adultos tratados con SFN y el

grupo de machos control de la misma edad o el grupo de animales jovenes.

De igual manera, al evaluar el panel de interleucinas antiinflamatorias no se

encontraron cambios significativos con el tratamiento con SFN (Fig.22C).

. IL-12p70 e IL-13. No mostraron cambios en sus niveles por el tratamiento

con SFN, ni con relacién a la edad.

. IL-10. No se modificé con el tratamiento con SFN, ni en los grupos de machos
adultos ni en los grupos de machos viejos. Pero si se observaron niveles mayores de
IL-10 en el grupo de machos viejos tratados con SFN en comparacion con el grupo
de machos jévenes (p=0.049) y con el grupo de machos adultos no tratados

(p=0.015).

El perfil completo de citocinas y quimiocinas indica que en la Cx de las ratas macho
los perfiles fueron muy similares entre los grupos, salvo las excepciones

mencionadas en los parrafos anteriores (Fig.24A).
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Fig.22 Andlisis de citocinas y quimiocinas en la Cx de los machos. A) Panel de citocinas
proinflamatorias y reguladoras d la Cx de machos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y viejos
Ctl y tratados con SFN. B) Panel de quimiocinas de la Cx de machos jévenes, adultos Ctl y
tratados con SFN y viejos Ctl y tratados con SFN. C) Panel de citocinas antiinflamatorias de la Cx
de machos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y viejos Ctl y tratados con SFN. Cada barra
representa a la media + D.E. Jévenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3;
Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
comparaciones mdultiples de Dunn. La significancia estadistica se especific6 como: (a) p<0.05;
contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN
(d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el
grupo no tratado de la misma edad.

6.2.6.4 Perfil inflamatorio en el hipocampo en ratas Wistar

machos

En el Hc de los machos se observa que el panel de citocinas proinflamatorias y
reguladoras, a diferencia de lo observado en la Cx, si se vio afectado tanto por la

edad como por el tratamiento con SFN (Fig.23A).

. G-CSF. Esta quimiocina aument6é con la edad, ya que los niveles de los
grupos de machos adultos no tratados (p=0.048), machos viejos no tratados
(p=0.046) y machos viejos tratados con SFN (p=0.042) fueron significativamente mas
altos en comparacion con los del grupo de machos jovenes. El tratamiento con SFN
previno el incremento en los niveles de G-CSF asociado a la edad en el grupo de
machos adultos en comparacion con su grupo control (p=0.038). Los niveles de G-
CSF en el grupo de machos adultos tratados con SFN fueron similares a los
encontrado en el grupo de machos jévenes, por lo que también fue significativamente
menor en comparacion con ambos grupos de animales viejos (ctl: p=0.043; SFN:

p=0.048).
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. G-CSF. No presenté diferencias significativas en sus niveles en relacién con

la edad ni con el tratamiento con SFN.

. IFNy. Mostré un incremento con la edad ya que se observaron niveles
significativamente mayores en el grupo de machos adultos no tratados (p=0.035). El
tratamiento con SFN redujo los niveles de IFNy en el grupo adulto en comparacién
con el grupo control (p=0.049). Los niveles del grupo viejo sin tratamiento también
fueron significativamente menores (p=0.014). El tratamiento con SFN también redujo
significativamente los niveles de IFNy en el grupo de machos viejos en comparacion

con su grupo control (p=0.014).

. IL-1a. Respecto a esta citocina no se encontraron variaciones en sus niveles
entre el grupo de machos jévenes, el grupo de machos adultos tratados con SFN, el
grupo de machos viejos control y el grupo de machos viejos tratados con SFN. El
grupo de machos adultos no tratados tuvo los niveles mas altos de IL-1a en
comparacion con todos los demas grupos (joven: p<0.001; adulto SFN: p<0.001;

viejo ctl: p<0.001; viejo SFN: p<0.001).

. IL-1B. Incrementd sus niveles con la edad, ya que fueron significativamente
mayores en el grupo control de machos adultos (p<0.001) en comparacion con el
grupo de machos jovenes. Los niveles de IL-1B fueron significativamente mayores en
el grupo control de machos viejos en comparacion con el grupo joven (p<0.001) y el
grupo adulto control (p<0.001). ElI tratamiento con SFN fue capaz de prevenir el
incremento de los niveles de IL-1B en el grupo de machos adultos (p=0.004),

llegando a niveles parecidos a los que se observaron en el grupo de machos
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jovenes. No hubo diferencias entre el grupo de machos viejos tratado con SFN con el

grupo control.

. IL-17A. No se encontraron diferencias con la edad o el tratamiento con SFN.
Se observaron niveles mayores en los machos viejos tratados con SFN comparado

con el grupo joven (p=0.048).

. IL-2. No presentd efecto alguno del tratamiento con SFN en los grupos de
machos adultos o en los grupos de animales viejos. Sin embargo, se encontré un
incremento gradual con la edad, ya que los niveles en los grupos de machos adultos
fueron significativamente mas altos (ctl: p=0.038; SFN: p=0.045) en comparacién con
los del grupo de machos jovenes. Los niveles de IL-2 fueron significativamente mas
altos en los grupos de machos viejos en comparacion con los niveles del grupo de
machos jovenes (ctl: p=0.001; SFN: p=0.006), machos adultos sin tratamiento (ctl:
p=0.006; SFN: p=0.007) y machos adultos tratado con SFN (ctl: p=0.005; SFN:

p=0.008).

. IL-5. Esta interleucina aumento con la edad en ambos grupos de machos
adultos (ctl: p=0.013; SFN: p=0.014) y machos viejos (ctl: p=0.005; SFN: p=0.006) en
relacion con los del grupo de machos jovenes. El tratamiento con SFN redujo los
niveles de IL-5 en el grupo de animales adultos en comparacion con los de los
animales del grupo no tratado de la misma edad (p=0.049). Los niveles de IL-5 en
grupos de machos viejos fueron significativamente mayores que los del grupo de

machos adultos tratados con SFN (ctl: p=0.005; SFN: p=0.006).
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. IL-6. Se observé un incremento con la edad; los niveles en el grupo de
machos adultos control (p=0.038), el de machos viejos control (p=0.028) y en los
viejos tratados con SFN (p=0.031). El tratamiento con SFN redujo los niveles de IL-6
en el grupo de adultos en comparacion con el grupo control de la misma edad

(p=0.047).

. TNF-a. No present6 diferencias en sus niveles entre el grupo de machos
jovenes y el grupo de adultos no tratados. El tratamiento con SFN en los grupos de
machos adultos disminuyo los niveles de TNF-a en comparacion con el grupo no
tratado de la misma edad (p=0.003), incluso llegando a niveles inferiores a los
encontrados en el grupo de animales jovenes (p=0.040). EI grupo de machos adultos
tratados con SFN también tuvo niveles menores de TNF-a que los hallados en el
grupo de machos viejos control (p=0.004) y el grupo viejo tratado con SFN (p=0.017).
No hubo diferencias significativas entre el grupo de animales viejos tratados y el

grupo control de la misma edad.

En el panel de quimiocinas evaluadas también se observaron incrementos asociados
a la edad. En este caso no se observaron variaciones en los niveles de las

guimiocinas evaluadas con el tratamiento con SFN (Fig.23B).

. Eotaxina. Present6 un incremento con la edad, alncanzando valores mas altos
en los grupos control de machos adultos (p=0.041) y viejos (p=0.048). No hubo
diferencias entre los grupos de machos adultos y viejos tratados con SFN. El grupo
control de machos viejos control obtuvo niveles mayores de eotaxina en comparacion

con el grupo de machos adultos tratados con SFN (p=0.042).
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. Gro-a e IP-10. Incrementaron con la edad al compararlos con el grupo de
animales jovenes: Gro-a (adultos: ctl: p=0.038; SFN: p=0.033; viejos ctl: p=0.038;
SFN: p=0.036) e IP-10 (adultos: ctl: p<0.001; SFN: p<0.001; viejos ctl: p<0.001; SFN:
p<0.001) incrementaron con la edad al compararlos con el grupo joven. No se

encontraron diferencias con el tratamiento con SFN en ninguno de los grupos.

. MCP-3. Incrementdé con la edad, mostrando niveles superiores en el los
grupos de machos adultos (ctl: p=0.016; SFN: p=0.031) y en los grupos viejos (ctl:
p=0.043; SFN: p=0.045). Ambos grupos de machos viejos obtuvieron niveles
estadisticamente mayores que en el grupo adulto tratado con SFN (ctl: p=0.013;

SFN: p=0.024).

. MIP-1a. Incrementa con la edad. Los grupos adultos (ctl: p=0.022; SFN:
p=0.031) y viejos (ctl: p=0.020; SFN: p=0.038) obtuvieron niveles significativamente
mayores que los encontrados en el grupo joven. En el grupo de machos viejos
control también se hallaron niveles mas altos de MIP-1a que los observados en el
grupo adulto control (p=0.022) y en el grupo adulto tratado con SFN (p=0.035). El
tratamiento con SFN en el grupo viejo redujo los niveles de MIP-1a en comparacion

con el grupo control de la misma edad (p=0.013).
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Fig.22 Andlisis de citocinas y quimiocinas en el Hc de los machos. A) Panel de citocinas
proinflamatorias y reguladoras del Hc de machos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y viejos
Ctl y tratados con SFN. B) Panel de quimiocinas del Hc de machos jovenes, adultos Ctl y tratados
con SFN y viejos Ctl y tratados con SFN. C) Panel de citocinas antiinflamatorias del Hc de machos
jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y viejos Ctl y tratados con SFN. Cada barra representa a
la media + D.E. Jovenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN:
n=3. Se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Dunn. La significancia estadistica se especific6 como: (a) p<0.05;
contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN
(d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el
grupo no tratado de la misma edad.

RANTES. Present6 los niveles mas altos de todas las quimiocinas evaluadas e
incrementaron en ambos grupos de machos adultos (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001) y
machos viejos (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001). Se encontré un aumento en el grupo de
machos viejos no tratados en comparacion con ambos grupos de animales adultos
(ctl: p<0.001; SFN: p=<0.001). EI tratamiento con SFN del grupo de machos adultos
redujo los niveles de RANTES en comparacion con el grupo control de machos
adultos (p<0.001). No se encontraron diferencias entre el grupo de animales viejos

tratados con SFN y el grupo control de animales viejo.

En cuanto al panel de citocinas antiinflamatorias se encontraron pocas

modificaciones con el tratamiento con SFN o en relacion con la edad (Fig.23C).

. IL-12p70 e IL-13. Estas interleucinas no mostraron cambios con el tratamiento

con SFN ni con la edad.

. IL-10. No se encontraron diferencias significativas en sus niveles entre el
grupo de machos jévenes, el grupo de machos adultos tratado con SFN, y ambos
grupos de machos viejos. Los niveles de IL-10 en el grupo de machos adultos no
tratados fueron significativamente menores en comparacion con el grupo de machos

jovenes (p=0.004). El tratamiento con SFN incrementé los niveles de IL-10 en
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comparacion con los del grupo control de la misma edad (p<0.001), llevandolo a

niveles similares a los encontrados en el grupo de machos jovenes.

Los perfiles de citocinas y quimiocinas en el Hc de los machos fueron similares entre

el grupo de animales adultos no tratados y los grupos de animales viejos con y sin

tratamiento, mientras que el perfil del grupo adulto de machos tratados con SFN fue

mas parecido al encontrado en el grupo de machos jévenes (Fig.24B).
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Fig.24 Andlisis del perfil completo de citocinas y quimiocinas en la Cx e Hc de hembras y machos.
Los valores obtenidos de las graficas anteriores fueron normalizados con respecto al grupo joven
(=1) de cada sexo y region del cerebro. A) Perfil de citocinas y quimiocinas de la Cx de hembras y
machos adultos Ctl y tratados con SFN y viejos Ctl y tratados con SFN. B) Perfil de citocinas y
quimiocinas del Hc de hembras y machos adultos Ctl y tratados con SFN vy viejos Ctl y tratados
con SFN. Cada bloque individual del heatmap representa la media del grupo. Adultos Ctl: n=5;

Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3.
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6.2.7 Efecto del SFN sobre la senescencia y la inflamacion en el

sistema nervioso central

Se evaluaron los niveles relativos de cinco diferentes marcadores de senescencia
(yH2AX, Lamina B1, GLB1, p21 y p38) tanto en Cx como en el Hc de ratas de ambos
sexos, jovenes, adultas y viejas, tratadas con SFN y no tratadas, para determinar la
presencia de células senescentes en las regiones de interés. Se evaluo la actividad
de la enzima beta-galactosidasa con el X-gal para confirmar histologicamente la

presencia de células senescentes en los tejidos.

6.2.7.1 Efecto del SFN sobre los marcadores de
senescencia en la corteza cerebral y el hipocampo

en hembras

En la Cx (Fig.25A-C) se observo un incremento relacionado con la edad de todos los
marcadores evaluados. En el caso de las hembras adultas no tratadas se identifico
un incremento significativo en yH2AX (p=0.011), GLB1, (p=0.003), p38 (p=0.035) y
p21 (p<0.001) con respecto a las hembras control. Los niveles de los marcadores de
senescencia en la Cx del grupo de hembras viejas no tratadas también fueron
mayores comparados con los del grupo de hembras jovenes (YH2AX: p=0.017,
GLB1: p<0.001, p38: p=0.039, y p21: p<0.001). Con respecto a los tratamientos con
SFN, se observaron niveles significativamente menores de yH2AX (p<0.001), GLB1,
(p=<0.001) y p21 (p=0.027) en el grupo de hembras adultas tratadas con SFN en
comparacion con el grupo no tratado de la misma edad, mientras que no se encontré

ningun efecto significativo en los niveles de p38. En cuanto a los grupos de hembras
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viejas, los efectos del tratamiento con SFN fueron variados. En las hembras viejas
tratadas con SFN se encontraron niveles mas altos de yH2AX (p=0.025) y GLB1
(p<0.001) en comparacion con el grupo control de la misma edad. Los marcadores

p38 y p21 no presentaron diferencias significativas.

El marcador lamina B1 no present6 alteraciones relacionadas con los tratamientos
con SFN en ninguno de los grupos. Sin embargo, se encontré un incremento en los
niveles de lamina B1 en los grupos de hembras viejas en comparacion con los

niveles del grupo de hembras jovenes y los grupos de hembras adultas.

En cuanto al Hc (Fig. 25D-F), los marcadores yH2AX (Adultas Ctl: p<0.001; Viejas ctl:
p<0.001; Viejas SFN: p<0.001), GLB1 (Adultas Ctl: p<0.001; Viejas Ctl: p<0.001;
Viejas SFN: p<0.001), p38 (Adultas Ctl: p<0.001; Viejas Ctl: p<0.001; Viejas SFN:
p=0.001) y p21 (Adultas Ctl: p=0.001; Viejos Ctl: p=0.014) aumentaron con la edad al
compararlos con el grupo de animales jévenes. Interesantemente, los grupos de
ratas adultas tratadas con SFN obtuvieron niveles similares a los encontrados en el
grupo de animales jovenes, y fueron todos significativamente menores en
comparacion con el grupo de animales no tratados de la misma edad (YH2AX:

p=0.017, GLB1: p<0.001, p38: p=0.039, y p21: p<0.001).

La lamina B1 en Hc mostré un comportamiento distinto a lo observado en la Cx, ya
gue se identifico un aumento en los grupos de hembras adultas (adultas ctl:
p=0.002; adultas SFN: p=0.048), sin importar si fueron o no tratadas con SFN,
mientras que los grupos de hembras viejas tuvieron niveles similares a los

encontrados en las hembras jovenes.
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Fig.25 Marcadores de senescencia en Cx e Hc de hembras. A) Western blots representativos
de yH2AX, LaminaB1, GLB1, p38 y p21 en Cx de hembras jévenes, adultas Ctl y tratadas con
SFN y viejas Ctl y tratadas con SFN. B y C) Analisis densitométrico de las bandas obtenidas
en la Cx normalizadas contra actina. D) Western blots representativos de yH2AX, LaminaB1,
GLB1, p38 y p21 en Hc de hembras jovenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y viejas Ctl y
tratadas con SFN. E y F) Analisis densitométrico de las bandas obtenidas en el Hc
normalizadas contra actina. Cada barra representa a la media + D.E. Jovenes: n=5; Adultos
Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realizdé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones mdltiples de Dunn. La
significancia estadistica se especifico como: (a) p<0.05; contra el grupo joven (b) p<0.05;
contra el grupo adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05; contra el grupo
viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la
misma edad.
6.2.7.2 Efectos del SFN sobre los marcadores de
senescencia en la corteza cerebral y el hipocampo

en machos

En los machos se encontraron similitudes en el comportamiento de los datos en
comparacion con los obtenidos en las hembras. En el caso de la Cx (Fig. 26A-26C)
se observo un incremento asociado a la edad en los niveles de los marcadores de
senescencia YH2AX (adultos ctl: p<0.001; viejos ctl: p=0.008; viejos SFN: p<0.001),
GLB1 (adultos ctl: p<0.001; viejos ctl: p<0.001; viejos SFN: p<0.001), p38 (viejos ctl:
p=0.010; viejos SFN: p=0.025) y p21 (adultos ctl: p=0.002; viejos ctl: p=0.005; viejos
SFN: p=0.003). Es de resaltarse que el tratamiento con SFN disminuyd los niveles de
los marcadores de senescencia yH2AX (p=0.001), GLB1 (p=0.003) y p21 (p<0.001)

en los grupos de machos adultos.

Por otra parte, no se encontraron cambios significativos en la lamina B1 en la Cx

relacionada con la edad, ni con el tratamiento con SFN. Mientras que en p38 se
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observaron niveles mayores en los grupos control de animales viejos (p=0.025) y
animales viejos SFN (p=0.043) en comparacion con el grupo de ratas adultas

tratadas con SFN.

En el Hc (Fig. 26D-F) los marcadores de senescencia también se incrementaron con
la edad en comparacion con lo observado en el grupo de animales jovenes: yH2AX
(Adultos Ctl: p<0.001; Adultos SFN: p=0.033; Viejos Ctl: p=0.019; Viejos SFN:
p=0.011), GLB1 (Adultos Ctl: p<0.001; Adultos SFN: p=0.013; Viejos Ctl: p<0.001;
Viejos SFN: p<0.001), p38 (Adultos Ctl: p=0.001; Viejos Ctl: p=0.001; Viejos SFN:
p<0.001) y p21 (Adultos Ctl: p<0.001; Adultos SFN: p=0.010; Viejos Ctl: p<0.001;
Viejos SFN: p<0.001). En cuanto al efecto del tratamiento con SFN, se observaron
niveles significativamente menores en los marcadores yH2AX (p<0.001), GLB1
(p=<0.001), p38 (p<0.001) y p21 (p<0.001) en los grupos de machos adultos tratados

al compararlos con los animales adultos no tratados de la misma edad.

No se encontraron efectos del tratamiento con SFN sobre la lamina B1 en el Hc, pero
si se observd una disminucion del mismo en los grupos de animales adultos (ctl:
p<0.001; SFN: p=0.001) y animales viejos (ctl: p<0.001; SFN: p<0.001) con respecto

al grupo de ratas jovenes.
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Fig.16 Marcadores de senescencia en Cx e Hc de machos. A) Western blots representativos
de yH2AX, LaminaB1, GLB1, p38 y p21 en Cx de machos jovenes, adultos Ctl y tratados con
SFN y viejos Ctl y tratados con SFN. B y C) Analisis densitométrico de las bandas obtenidas
en la Cx normalizadas contra actina. D) Western blots representativos de yH2AX, LaminaB1,
GLB1, p38 y p21 en Hc de machos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y viejos Ctl y
tratados con SFN. E y F) Analisis densitométrico de las bandas obtenidas en el Hc
normalizadas contra actina. Cada barra representa a la media = D.E. Jovenes: n=5; Adultos
Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. La
significancia estadistica se especific6 como: (a) p<0.05; contra el grupo joven (b) p<0.05;
contra el grupo adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05; contra el grupo
viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la
misma edad.

6.2.7.3 Presencia de células senescentes en la corteza

cerebral e hipocampo de machos y hembras.

Para verificar si el aumento de los marcadores de senescencia correspondia también
con el incremento de la presencia de células senescentes en las regiones cerebrales
estudiadas, se emplearon cortes histologicos a los que se realizé el ensayo de X-gal,
con el cual se tifie de azul el citoplasma de las células debido a la actividad de la
enzima [(-galactosidasa, uno de los marcadores caracteristicos del fenotipo

senescente (Fig.27).

Es de resaltarse que las células positivas a X-gal en la Cx e Hc de los grupos de
animales adultos, tanto de hembras como de machos, se encontraron distribuidas en
el tejido de manera individual, mientras que en los grupos de animales viejos se
encontraron agrupadas en “clusters” en ambas regiones cerebrales evaluadas

(Figs.27 y 28).
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Fig.27 Células positivas a X-gal en Cx e Hc de hembras. Las células coloreadas de color azul se
contaron como positivas a X-gal siempre que colocalizaran con un nucleo A) Micrografias
representativas de la Cx de hembras jovenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y viejas Ctl y
tratadas con SFN. B) Micrografias representativas del Hc de hembras j6venes, adultas Ctl y
tratadas con SFN y viejas Ctl y tratadas con SFN. C) Cuantificacién de las células positivas a X-gal
por campo. Cada barra representa a la media + D.E. Jévenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN:
n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
seguida de la prueba de comparaciones mdiltiples de Dunn. La significancia estadistica se
especific6 como: (a) p<0.05; contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (c)
p<0.05; contra el grupo adulto SFN (d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo

viejo SFN and (*) p<0.05 contra el grupo no tratado de la misma edad. 103



Es importante mencionar que, en concordancia con el incremento de los marcadores
de senescencia con la edad, el numero de células senescentes también increment6
tanto en la Cx como el Hc en los grupos de animales adultos y viejos no tratados

tanto hembras como machos.

En la Cx de las ratas hembras, (Fig.27A-C), se cuantificaron en promedio 10.2 + 4.65
células positivas a X-gal por campo en el grupo de ratas jovenes, mientras que en el
grupo de ratas adultas no tratadas hubo un incremento estadisticamente significativo

(p=<0.001) con un promedio de 25.4 £ 5.17 células positivas por campo.

En el grupo de hembras viejas también se incrementd significativamente el nimero
de células positivas a X-gal en comparacion con el grupo de ratas jévenes (p<0.001)
y con el grupo de ratas adultas no tratadas (p<0.001), con un promedio de 48.6
4.50 células positivas a X-gal por campo, observandose un incremento en el nUmero
de células senescentes dependiente de la edad. Después de la administracion
cronica con SFN, en el grupo de hembras adultas disminuyeron las células positivas
a X-gal en comparacion con el grupo control de la misma edad (p<0.001), llegando a
un promedio similar al encontrado en el grupo joven (91+4.52 células positivas a X-gal
por campo). Cabe mencionar que, también se identific6 una disminucion en el
namero de células positivas a X-gal en el grupo de hembras viejas tratadas con SFN
cuando se compararon con su grupo control (p<0.001) (34 £ 4.18 células positivas a
X-gal por campo). A pesar de la disminucién en el nUmero de células positivas a X-

gal en el grupo de hembras viejas tratadas con SFN, siguieron siendo
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significativamente mayores a las de los grupos antes mencionados (jovenes:

p<0.001; adultos SFN: p<0.001).

En el caso del Hc de las hembras (Fig. 27B-C) se observé que el nUmero de células
senescentes no fue significativamente mayor en el grupo de las ratas adultas no
tratadas en comparacion con el grupo de ratas jovenes, a diferencia de lo encontrado
en la Cx. A pesar de ello, el tratamiento con SFN en el grupo de hembras adultas
disminuyo significativamente el numero de células positivas a X-gal en comparacion
al grupo control de la misma edad (p=0.017). En los grupos de hembras viejas no
hubo efecto del tratamiento con SFN sobre el nUmero de células positivas a X-gal. El
namero de células senescentes fue significativamente mayor en el grupo de ratas
viejas no tratadas y tratadas con SFN en comparacién con el grupo de jovenes (vieja
ctl: p<0.001; vieja SFN: p=0.013) y el grupo de ratas adultas tratadas con SFN (viejas
ctl: p<0.001; viejas SFN: p=0.028). De igual manera a lo observado en la Cx de los
grupos de hembras, en los machos adultos no tratados (Fig.28A-C) también
incrementd el nimero de células positivas a X-gal con la edad en comparacién con el
grupo de machos jovenes (p<0.001) encontrandose un promedio de 31 + 5.33 células
senescentes por campo en los animales adultos del grupo control contra el promedio
de 10 + 2.54 del grupo de animales jévenes. Cabe resaltar que, el tratamiento con
SFN disminuyé significativamente el numero de células senescentes en el grupo de
machos adultos en comparacién al grupo control no tratado (p<0.001), llegando a
niveles similares a los observados en el grupo joven, con un promedio de 8.8 + 3.34

células positivas a X-gal por campo. En cuanto a los grupos de machos viejos, no
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hubo diferencia significativa respecto al promedio de las células positivas a X-gal
entre ellos con el tratamiento con SFN ya que presentaron conteos similares a los
encontrados en el grupo de machos adultos control con un promedio de 38.4 + 6.50 y

32.6 + 4.87 células positivas a X-gal por campo, respectivamente.

En el Hc de los machos (Fig.28B-C), también se pudo observar un aumento de las
células positivas a X-gal dependiente de la edad. En el grupo de animales jovenes se
cuantificaron en promedio 6 + 2.64 células positivas a X-gal, mientras que en el
grupo adulto no tratado se encontraron 16.4 + 4.03, lo que se reflej6 en un
incremento estadisticamente significativo (p<0.001) con respecto al grupo de machos
jovenes. En el grupo de machos viejos no tratados, se evalu6 un promedio de 30.8 +
4.86 células positivas a X-gal, con una diferencia significativa con el grupo de
animales jovenes (p<0.001) y con el grupo control de animales adultos (p=0.048). El
tratamiento con SFN en el grupo de machos adultos previno de manera significativa
(p=<0.001) el incremento de células senescentes con la edad registrado en el grupo
no tratado, con un promedio de 5.4 + 1.81 células positivas a X-gal por campo. En los
grupos de machos viejos no hubo diferencias en cuanto a la cantidad de células
positivas a X-gal por campo con el tratamiento con SFN. En el grupo control de
animales viejos observamos un promedio de 30.8 = 4.86, mientras en el grupo viejo
tratado con SFN se presenté un promedio de 24.2 + 3.70 células positivas a X-gal, lo
gue representa una diferencia significativa en comparacién con el grupo de animales
jovenes (viejos ctl: p<0.001; viejos SFN: p<0.001) y con el grupo de machos adultos

tratados con SFN (viejos ctl: p<0.001; viejos SFN: p<0.001).
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Fig.28 Células positivas a X-gal en Cx e Hc de machos. Las células coloreadas de color azul se
contaron como positivas a X-gal siempre que colocalizaran con un ndcleo A) Micrografias
representativas de la Cx de machos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y viejos Ctl y tratados
con SFN. B) Micrografias representativas del Hc de machos jévenes, adultos Ctl y tratados con SFN
y viejos Ctl y tratados con SFN.. C) Cuantificacion de las células positivas a X-gal por campo. Cada
barra representa a la media + D.E. Jévenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Cil:
n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz0 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba
de comparaciones multiples de Dunn. La significancia estadistica se especific6 como: (a) p<0.05;
contra el grupo joven (b) p<0.05; contra el grupo adulto Ctl (c) p<0.05; contra el grupo adulto SFN
(d) p<0.05; contra el grupo viejo Ctl (e) p<0.05; contra el grupo viejo SFN and (*) p<0.05 contra el
grupo no tratado de la misma edad. Aumento: 20X. La barra de referencia representa 50um.
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6.2.8 Cambios en la citoarquitectura de la corteza cerebral y el

hipocampo de machos y hembras.

Para analizar la citoarquitectura de las regiones cerebrales evaluadas se realizaron
tinciones de hematoxilina y eosina. Los cortes histologicos de la Cx de los grupos de
hembras (Fig.29A) mostraron que el tejido se encontraba mas desorganizado con la
edad. Se identificé que en los grupos de hembras adultas y viejas habia un aumento
en el numero de agujeros en el tejido. Asi mismo, los nucleos en el grupo de los
animales jovenes se encontraban organizados en forma de fibras, y al aumentar la
edad se perdia dicha organizacion, tomando una formacion aleatoria. Se observo
gue el deterioro en el tejido no se previno con el tratamiento con SFN en el grupo de
hembras adultas ni viejas, ya que en ambos casos se pudo apreciar un nivel similar

de desorganizacion en el tejido.

Por otra parte, en el Hc de los grupos de hembras (Fig.29A) se observd un efecto
interesante, ya que en el grupo joven se observaron las fibras nerviosas organizadas
y con poca presencia de agujeros debido al deterioro. Sin embargo, en el grupo de
hembras adultas no tratadas con SFN se observaron agujeros en el tejido como
consecuencia de la edad, lo que tuvo efectos positivos sobre la organizacion del
tejido. Interesantemente, en el tejido cerebral provenientes de hembras adultas
tratadas con SFN se observé una citoarquitectura similar a la encontrada en el grupo
de las hembras jovenes. De hecho, la cantidad y el tamafio de los agujeros también
disminuyeron con el tratamiento cronico con SFN. En el caso de las hembras viejas

no tratadas el deterioro asociado a la edad fue evidente, ya que tanto el tamafio
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como el nimero de agujeros en el tejido fueron mayores que los encontrados en el
grupo de animales jovenes y en los dos grupos de animales adultos. La organizacion
celular también se encontré afectada. El tratamiento con SFN en el grupo de
hembras viejas parecié prevenir el dafio de la citoarquitectura cerebral, sin embargo,
la pérdida del tejido también fue notable en comparacion con lo observado en los

grupos de animales adultos y jovenes.

En el caso de los machos se observo un efecto similar a lo observado en ‘las
hembras. En la Cx (Fig.29B) también se pudo identificar la organizacion esperada de
los nucleos, ademas de la integridad estructural del tejido en el grupo de machos
jovenes, sin embargo también el deterioro caracteristico de la edad fue evidente, ya
gue tanto en el grupo de machos adultos no tratados como en el grupo de viejos no
tratados se observo la pérdida de la integridad del tejido por la presencia agujeros en
el tejido y la pérdida de la integridad estructural. El tratamiento con SFN en el grupo
de machos adultos evitd6 en gran medida el deterioro del tejido disminuyendo el
namero de agujeros y previniendo la desorganizacion del tejido. En el grupo de
machos viejos tratados con SFN no se encontré un efecto tan notorio como el
observado en el grupo de animales adultos tratados. Se observé una morfologia muy

similar al encontrado con su grupo control de la misma edad.

Cuando se evaluaron los cortes histolégicos del Hc de los grupos de machos (Fig.
29B) se pudo observar, que la integridad del tejido del Hc se mantuvo en mejores
condiciones que las encontradas en la misma regién cerebral de las hembras de la

misma edad. En el grupo de machos jovenes se observo la citoarquitectura integra. A
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pesar de que en el grupo de animales adultos no tratados se observo la pérdida de la
integridad del tejido, el tratamiento con SFN en los animales logr6 nuevamente
prevenir el deterioro conservando el tejido integro previnola pérdida de la
citoarquitectura en el parénquima del Hc. Llama la atencién que no se haya perdido
la integridad de la citoarquitectura del Hc, contrario a lo observado en la Cx de los
machos y en el Hc y la Cx de las ratas hembras. En esta ocasion el tratamiento con
SFN en los animales del grupo viejo no tuvo ningun efecto sobre la preservacion de
la estructura del Hc. Es importante mencionar que en este grupo también se
conservo la citoarquitectura y el dafio asociado a la edad no fue tan evidente como el

observado en la Cx.

En resumen, el tratamiento con SFN en el grupo de machos adultos parecié prevenir
el dafio en la Cx asociado a la edad, pero parecid6 no tener efecto sobre la
preservacion de la integridad de dicha region cerebral en el grupo de hembras
adultas tratadas con SFN. En cuanto a los grupos de animales viejos no se observo
efecto alguno sobre la estructura de la Cx del tratamiento crénico con SFN en

comparacion con el grupo control de la misma edad.

Con respecto al Hc se pudo observar que el tratamiento con SFN en los grupos de
animales adultos, tanto de hembras como de machos, previene el deterioro del tejido
en comparacion al grupo control. En cuanto a los grupos de animales viejos se
observé una prevencién parcial del deterioro estructural del Hc con el tratamiento con
SFN, sin embargo no fue tan evidente como el observado en los grupos de animales

adultos tratados con SFN. También se pudo observar que la citoarquitectura del Hc
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se conserva mejor con la edad en comparacion con la Cx, sin importar si el grupo fue

tratado con SFN o no.

Hembrasadultas Hembras adultas
Ct SFN

Machosadultos
SFN

Fig.29 Andlisis histoldgico de la Cx e Hc de hembras y machos. Tincidon con H&E de secciones
cerebrales coronales de 16um de espesor. A) Paneles superiores: Micrografias de la Cx de
hembras jovenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y viejas Ctl y tratadas con SFN. Paneles
inferiores: Micrografias del Hc de hembras jévenes, adultas Ctl y tratadas con SFN y viejas Ctl y
tratadas con SFN. B) Paneles superiores: Micrografias de la Cx machos jovenes, adultos Ctl y
tratados con SFN y viejos Ctl y tratados con SFN. Paneles inferiores: Micrografias del Hc de
machos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN y viejos Ctl y tratados con SFN. Aumento: 20X.
La barra de referencia representa 50pum. Jovenes: n=3; Adultos Ctl: n=3; Adultos SFN: n=3; Viejos
Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3.
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7 Discusioén

El SFN es un isotiocianato presente en vegetales cruciferos que es capaz de regular
una gran variedad de respuestas celulares, como vias de regulacion del estado
redox, detoxificacion celular y la respuesta inflamatoria, lo que tiene como
consecuencia la activacion de mecanismos de proteccion celular (Santin-Marquez et
al. 2019). Ademas, se han sugerido al estado redox y a la inflamaciéon como procesos
clave que resultan afectados durante el envejecimiento y promueven el desarrollo de
patologias asociadas a la edad en un proceso denominado en inglés como Oxi-
inflammaging (Liguori, et al., 2018).Se ha sugerido al SFN como una hormetina que
puede ser obtenida de la dieta (Ratan et al., 2009). Se han estudiado los efectos del
SFN en modelos in vitro (Liu et al., 2020; Maciel-Baréon et al., 2018; Calabrese et al.,
2020) e in vivo (Morroni et al., 2013; Zhou et al., 2016; Mao et al., 2019; Devi &
Chamoli, 2020) y se ha determinado que tiene potenciales efectos neuroprotectores.
Debido a ello, en este trabajo utilizamos una administracién crénica de SFN en
concentraciones bajas para evaluar su efecto como hormetina capaz de prevenir el
deterioro del sistema nervioso a nivel funcional y estructural asociado a la edad, y
evaluar las posibles diferencias asociadas al sexo entre machos y hembras de

distintas edades.

A lo largo del trabajo el tratamiento crénico con SFN mejor6 en los grupos adultos de
hembras y machos la mayoria de los parametros evaluados tanto del estado redox,
como de la inflamacién y la presencia de senescencia en el tejido en comparacion

con los grupos viejos. Desde la perspectiva de la regulacion del estado redox esto
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puede explicarse debido a que ha sido reportado que con la edad disminuye la
capacidad de las células de activar la via de Nrf2 (Suh et al., 2004) lo que merma su
capacidad de respuesta antioxidante. De igual manera, se sabe que los
heterodimeros que componen a NF-kB son dinamicos y varian de manera tejido-
especifica y también con la edad para establecer diferentes tipos de respuestas
inflamatorias y otros procesos importantes para la supervivencia celular, muchos de
los cuales se reconocen como marcadores del envejecimiento (Songkiatisak, et al.,
2022). También se ha reportado que durante el envejecimiento hay una activacion
persistente de la via de NF-kB en parte dada por la retencion de heterodimeros
activos en el nucleo de las células, lo que dificulta que los inhibidores que acttan
sobre IKK, IkB o impidiendo la importacién nuclear de NF-kB pierdan en gran medida
su eficacia para impedir la activacion de la via (Salminen, et al., 2010). Lo anterior
puede explicar por qué el tratamiento con SFN tampoco es capaz de disminuir el
namero de células senescentes en el tejido de los individuos viejos de ambos sexos,
ya que se sabe que la presencia cronica de un medio prooxidante y proinflamatorio
puede promover el desarrollo del fenotipo senescente y reforzar el de las células
senescentes desarrolladas previamente (Chao, et al., 2018; Papaconstantinou,

2019).

Sin embargo, es importante mencionar que no todos los parametros evaluados
reaccionaron de esta manera, ya que se encontraron diferencias entre los sexos en
algunos de ellos, particularmente en los parametros asociados al estado redox.

Observamos que los machos adultos tratados con SFN presentaron un estado redox
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similare a los observados en el grupo de animales jovenes, mientras que las
hembras adultas tratadas con SFN mostraron una mejoria incluso mayor a la
encontrada en las ratas jovenes. Es importante mencionar que se ha reportado
previamente que las hembras tienen una mejor capacidad de respuesta antioxidante,
ademas de tener una menor produccion de ERO (Bhatia et al., 2012; Kander et al,
2017). Sin embargo, esto depende de mecanismos asociados a la produccion
hormonal, por lo que la disminucion en la concentracion de hormonas circulantes
asociadas al envejecimiento afecta en gran medida la proteccién antes mencionada
(Vina et al., 2005; Wang et al., 2020; Agarwal et al., 2012). También se ha propuesto
gue las hembras son capaces de responder mejor después de algun reto prooxidante
en comparacion con machos expuestos al mismo estimulo (Chamniansawat and

Sawatdiyaphanon, 2018).

Debido a esto, probablemente las hembras adultas tratadas con SFN obtuvieron
mejores resultados en los parametros evaluados relacionados a la regulacion del
estado redox en comparacion con los machos de la misma edad. En cuanto a los
grupos de animales viejos también se encontré que las respuestas del estado redox
variaron tanto por el sexo como por la edad, por lo que se decidio realizar un analisis
estadistico multivariado para poder entender mejor como se relacionan las variables
entre si y cuales son las que afectan mas al modelo propuesto para poder describirlo
mejor. Para esto, se redujeron las dimensiones de las variables del sistema de
regulacién redox mediante un FA para facilitar su andlisis, dando como resultado los

factores RS, FLD, H,O, y Gpx. Posterior al FA se realizé un analisis discriminante
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para determinar la relacion entre los nuevos factores obtenidos y un pardmetro que

involucrara la funcionalidad del sistema, como el cociente de tiempo de

interaccién/nimero de interacciones obtenido de la prueba de reconocimiento de

objeto novedoso.
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Fig.30 Graficas 3D de los factores redox de cada regién cerebral. Cada grafico fue
construido con los 3 factores obtenidos en el FA para: A) corteza cerebral e B) hipocampo
de machos y hembras, Cada punto representa un individuo. Los circulos representan a las

hembras, mientras que los cuadrados representan a los machos.
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Este analisis nos permitié6 observar relaciones entre variables y respuestas que no
fueron observables a primera vista al analizarlas de manera individual. Notamos que
los individuos viejos que fueron tratados con SFN modificaron su respuesta redox de
manera hormética, por lo que con la edad se adaptaron y consiguieron desplazar sus
niveles basales hacia un estado aparentemente “prooxidante” sin perder la
homeostasis redox, y a pesar de que la respuesta no mejoré en la misma medida
gue lo hicieron los grupos adultos tratados con SFN, tuvieron una mejora leve en

comparacion con el grupo control de la misma edad.

Para poder representar la relacion entre los nuevos factores obtenidos en la Cx
(capacidad de contencion de H,O,, estado redox y primera linea de defensa) y en el
Hc (Gpx, estado redox y primera linea de defensa), se realizaron graficos 3D para
cada una de las regiones cerebrales estudiadas (Fig.30A). Para la Cx se pudo
observar que los grupos experimentales se distribuyeron diferencialmente por los
cuadrantes del grafico. Se observé que en el grupo de hembras jovenes se
encontraba positivamente correlacionado con el factor que involucraba al estado
redox y la primera linea de defensa, y negativamente correlacionado con la
capacidad de contencion de H,0,. Esto puede deberse a que el H,O, no se acumulé
por el correcto funcionamiento de la primera linea de defensa antioxidante, por lo que
no fue necesario eliminarlo. Esto sugiere que el tratamiento crénico con SFN modula
y mantiene en homeostasis al estado redox de manera que no tenga que invertir mas

energia en incrementar proteinas involucradas con la contencién del estrés oxidante.
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En cuanto a la Cx de los machos jovenes pudimos observar una correlacion negativa
con la primera linea de defensa antioxidante y una correlacion positiva con el factor
de estado redox, lo que sugiere que la regulacién de la homeostasis redox esta dada

por un mecanismo distinto al de las hembras (Fig.30A).

Se observo también que en los individuos adultos y viejos de ambos sexos los tres
factores tuvieron puntuaciones negativas, lo que sugiere que con la edad pierden la
capacidad de mantener la homeostasis redox. Sin embargo, cuando los grupos
animales adultos fueron tratados con SFN, los valores de los tres factores obtenidos
fueron positivos en el caso de los machos, y de dos factores en el caso de las
hembras, tal como se encontraron en sus grupos jovenes respectivamente, lo que
indica que la homeostasis redox se recuperd previniendo el estrés oxidante

relacionado a la edad.

De manera similar, se observdé que los pardmetros evaluados en el Hc también
mejoraron en los grupos adultos de animales tratados con SFN en comparacion a los
grupos de animales adultos no tratados, al mejorar la homeostasis redox de esta

region cerebral (Fig.30B).

De manera general el tratamiento cronico con SFN mejoro la FLD antioxidante de la
Cx en las hembras adultas (conformado por el cociente de Nrf2/Keapl y los niveles
relativos de SOD), mientras que en las hembras viejas observamos una mejora
discreta del factor de RS (conformado por la actividad y niveles relativos de CAT, el
cociente de GSH/GSSG Yy el contenido de proteinas carboniladas), lo que dio como

resultado el mejoramiento del factor primera linea de defensa antioxidante
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(conformado por la actividad y niveles relativos de SOD vy los niveles relativos de
Gpx) en comparacion con los animales adultos. Por otra parte, los resultados
obtenidos apoyan a la hipétesis de que el tratamiento crénico con SFN mejora la
homeostasis redox de la Cx. En los adultos, el tratamiento con SFN mejoré en gran
medida la FLD, mientras que en los viejos tratados con SFN, se mejoraron la

capacidad para contender con el H,O.

A pesar de todo lo anterior, incluso con los analisis multivariados realizados es dificil
dar una explicacion certera acerca de cdmo una molécula como el SFN es capaz de
modular de manera diferencial la respuesta redox en machos y hembras. Por lo que
es necesario recordar que el SFN no actia solamente por medio de la activacion de
la via de Nrf2/Keapl y la regulacion del estado redox, sino que se ha demostrado
gue el SFN es capaz de interactuar con una gran variedad de proteinas mediante la
interaccion de éste con los grupos tioles/sulfhidrilos presentes en las proteinas (Gan,
et al., 2010; Kim, et al., 2017). Por lo que es capaz de modular una gran variedad de
respuestas. Se ha estudiado que la neuroquimica del cerebro difiere entre machos y
hembras (Fowler el al., 2021), por lo que los cambios en el estado redox debido al
tratamiento con SFN podrian activar o inhibir distintas vias de sefializacién (Sun et
al.,, 2019). Por ejemplo, algunos neuropéptidos tales como la oxitocina y la
vasopresina poseen residuos de cisteinas en sus estructuras, cuyos atomos de
azufre son capaces de formar puentes disulfuro, cambiando activamente su
estructura tridimensional, lo que los vuelve susceptibles a ser modulados por el

estado redox. A pesar de que el SFN podria cooperar para la recuperacion de la
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homeostasis redox en la adultez por otras vias como la proteccion de la funcion
mitocondrial (Greco et al., 2011; Greco and Fiskum, 2016) y disminuyendo la
actividad de la algunas vias reguladoras de la respuesta inflamatoria (Liang et al.,
2018; Qi et al., 2016; Ruhee and Suzuki, 2020), el SFN podria activar de manera
simultdnea dichas vias de sefializacion para proteger la homeostasis del estado

redox.

En este caso, el tratamiento con SFN también disminuyd la concentracion de
interleucinas proinflamatorias en la Cx y el Hc en los grupos de animales adultos en
comparacion con los no tratados, permitiendo generar un perfil mas antiinflamatorio y
regulador que proinflamatorio, lo que se relaciona con el retraso en la apariciéon de
los marcadores del envejecimiento en el sistema nervioso central, tales como el
deterioro cognitivo (Fielder et al., 2020). En cuanto a los grupos de animales viejos,
en general no se observaron efectos sobre las citocinas ni las quimiocinas
evaluadas, lo cual puede deberse principalmente a que la actividad antiinflamatoria
propuesta para el SFN se da mediante el impedimento en la fosforilacion de IkB para
su posterior degradacion por medio del complejo proteosomal, o el impedimento de
la importacién nuclear del dimero que forma a NF- kB. Sin embargo, como se
menciond antes, se ha demostrado que durante el envejecimiento existen dimeros
activos dentro del nudcleo transcribiendo reguladores proinflamatorios (Salminen, et
al., 2010), por lo que el SFN podria no ser capaz de regular la respuesta en los
puntos en los que se ha propuesto que actla. Se ha propuesto ademas a que la

regulacion de la inflamacion se encuentra hiper sensibilizada en los organismos
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adultos y viejos, lo que genera un ambiente proinflamatorio que no es capaz de llegar
a la resolucion, generando dafos estructurales en las vias nerviosas, lo que conlleva
al deterioro cognitivo asociado a la edad, que dificilmente puede ser reparado por
moléculas antiinflamatorias en administradas en la Ultima etapa de la vida

(Sparkman, & Johnson, 2008).

También es importante mencionar que la inflamacion asociada al envejecimiento es
denominada como ‘“inflamacion crénica de bajo grado” que implica la elevacion
apenas por sobre los niveles basales de las citocinas y quimiocinas reguladoras de la
respuesta inflamatoria (Custodero, et al., 2018) que no llega a resolucion y que
comienza desde la adultez y se mantiene a lo largo de la vejez, teniendo un papel
muy importante en el proceso de envejecimiento, y esta asociado al deterioro propio
de la edad, que ademas se vuelve mas severo conforme el tiempo avanza (Neves &
Sousa-Victor, 2020). Esto sugiere que el dafio acumulado debido a la inflamacion
durante la segunda mitad de la vida puede tener un efecto severo en la integridad del
sistema nervioso y, por ende, en sus funciones cognitivas lo que es dificiimente

reversible por una molécula como el SFN.

La evolucion del perfil inflamatorio fue distinta en hembras y en machos, lo que pudo
afectar también el efecto del SFN sobre el estado inflamatorio general. Se pudo
observar un patrén constante en la mayoria de las citocinas proinflamaorias y
reguladoras en las hembras y posteriormente los niveles disminuyen
significativamente. Este fenédmeno ha sido reportado en humanos a edades

equivalentes a las empleadas en este proyecto, en las que la reduccion en la
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produccion de citocinas en la edad mediana esta correlacionada con la disminucion
de hormonas como la progesterona, y disminuye en el periodo postmenopausico
(Malutan, et al., 2014). Este fenbmeno parece ser exclusivo de las hembras, ya que
en el caso de los machos se pudo observar que los niveles de citocinas se elevan
gradualmente con la edad, a niveles menores a los encontrados en las hembras. Eso
ha sido reportado también en estudios con humanos en edad media, equivalente a

las edades que se utilizaron para este proyecto (Milan-Matos, et al., 2019)

Cabe resaltar que también se encontré un mayor efecto del tratamiento con SFN en
el Hc en comparacion con la Cx. Esto puede deberse a la diferencia en la cantidad
de células microgliales presentes en cada una de las regiones evaluadas, quienes
son las encargadas de una buena parte de las funciones inmunes en el sistema
nervioso. Se ha propuesto que la densidad microglial es, en promedio, mayor en el
Hc que en la mayoria de las regiones de la Cx (Tan, et al., 2020). El tratamiento con
SFN en los grupos adultos parece prevenir el incremento en los niveles de citocinas
a nivel general en el Hc en comparacién con el grupo de animales adultos no
tratados, en lo que la microglia es fundamental, por lo que podria estar ejerciendo un
efecto antiinflamatorio por medio de la regulacion de la respuesta inmune de la

microglia.

En general se observé que las hembras alcanzaron niveles mayores de algunas
citocinas reguladoras de la respuesta inflamatoria en comparacion con los machos,
en los que no hubo una variacion tan notoria del perfil inflamatorio ni con la edad ni

con el tratamiento al compararlos con los grupos de hembras de la misma edad.
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En resumen, el tratamiento con SFN parece disminuir la sintesis de algunas citocinas
y quimiocinas proinflamatorias, particularmente en el hipocampo de machos y
hembras, lo que ayuda a prevenir la pérdida de la integridad del tejido y el posterior

deterioro cognitivo que esto conlleva.

Debido a que algunos de los componentes del SASP pertenecen también a la familia
de las citocinas, es probable que el SFN también se encuentre involucrado en la
prevencion del establecimiento del fenotipo senescente a través de la regulacion de
Su secretoma, actuando como senomorfico (Hariton, et al., 2018; Maciel-Baron, et al.,

2018).

En retrospectiva, es posible proponer que el SFN sea capaz de prevenir la
senescencia por medio de la regulacion del estado redox y evitando la sintesis de
algunas citocinas y quimiocinas proinflamatorias, que son factores clave en el
establecimiento del fenotipo senescente. Es posible descartar un efecto senolitico del
SFN, ya que no existe evidencia suficiente de que induzca apoptosis en células
senescentes. Sin embargo su rol como senomoéfrico cada vez toma méas importancia

(Malavolta, et al., 2018; Mongelli, et al., 2020; Nehlin, 2021)

Por otra parte, se ha sugerido que el SFN suele ser conjugado con moléculas como
glutation, cisteina y N-acetilcisteina (NAC), lo que provoca que las caracteristicas
fisicoguimicas de la molécula sean distintas en cada uno de dichos conjugados, lo
gue implica que potencialmente se modifique su afinidad hacia los distintos blancos
moleculares que se han reportado (Jardim et al., 2020) y ello podria explicar su

actividad diferencial entre sexos y edades.
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También es importante tomar en cuenta al factor hormonal, que es la fuente de una
gran variedad de diferencias morfolégicas, moleculares, y funcionales (como en el
caso del comportamiento y varios fenbmenos cognitivos) entre machos y hembras

(Hamson et al., 2011; de Souza et al., 2022).

A pesar de esto, a parte de las implicaciones en la cognicion, las diferencias en los
mecanismos antioxidantes también han sido descritos entre sexos (Gaignard et al.,
2015). Adicionalmente, la disminucion en los niveles de las hormonas sexuales se ha
relacionado con un incremento en el estrés oxidante durante el envejecimiento en
ambos sexos, lo que tiene un efecto perjudicial, particularmente en las hembras

viejas (Razmara et al., 2007; Sumien et al., 2021).

Se ha reportado ampliamente que la disminucién gradual en los niveles de hormonas
sexuales se correlaciona con el deterioro cognitivo y con alteraciones en los
procesos de memoria tanto en ratas machos como hembras Bimonte-Nelson et al.,
2003; Gurvich et al.,, 2018). Algunos estudios han propuesto que la disminucion
asociada a la edad de los niveles de hormonas sexuales comienza en la adultez,
cuando las ratas aun poseen capacidad reproductiva, es decir, en el rango entre los
8 y 10 meses de edad (Candeias et al., 2017), disminuyendo gradualmente con el
paso del tiempo. Debido a esto, la adultez es una etapa fundamental en la que
muchos procesos degenerativos comienzan, entre ellos el inicio del declive cognitivo,
gue se ha correlacionado con la reduccion de la produccién hormonal (Morrison and
Baxter, 2012). De hecho, los niveles de hormonas sexuales son capaces de activar

una gran variedad de vias de respuesta al estrés, por lo que la disminucién hormonal
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puede estar involucrada en el deterioro cognitivo y dafio del sistema nervioso

asociado a la edad (Ferreira et al., 2012; Wang et al., 2020).

También se ha reportado que el metabolismo de GSH disminuye drasticamente
durante la adultez en las hembras en comparacion con lo observado en los
individuos jovenes, en contraste con los machos, quienes desde la juventud
muestran una respuesta relacionada con el GSH mas discreta que disminuye de
manera gradual con la edad (Wang, et al., 2020). Entonces, los cambios en el estado
redox general tienen un papel muy importante en el proceso de envejecimiento del
sistema nervioso. Por lo que esto resalta la importancia de proponer una intervencion
farmacologica capaz de prevenir el dafo relacionado con la edad en el sistema
nervioso central en la ventana de tiempo en la que el organismo aln es responsivo a
la inducciébn de mecanismos moleculares de respuesta al estrés y comienza a
contender con el estrés asociado al envejecimiento, para asi prevenir el deterioro

estructural y funcional del sistema nervioso central.

8 Conclusiones

En conclusion, el SFN actu6é como un agente preventivo y protector en lugar de como
un agente reversivo para el dafio en el sistema nervioso central ocasionado por el

envejecimiento natural de machos y hembras.

Esto se debe a que la administracion de SFN en hembras y machos en la edad
adulta fue capaz de mejorar el estado redox por medio de una mejor respuesta

antioxidante, lo que disminuyé el dafio por oxidacibn a macromoléculas y la
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inflamacion asociada a la edad en el tejido y, por consecuencia, reduciendo la
acumulacion de células senescentes en el tejido nervioso. Lo cual tuvo como

consecuencia la prevencion del dafio estructural y funcional de la Cx y el Hc.

Si bien el tratamiento con SFN mejoro la integridad del sistema nervioso en hembras
y machos, no lo hizo en la misma medida, ya que se observo una mejor respuesta en
las hembras gracias a que la edad a la que el tratamiento fue administrado ayudo a
contender con el estrés propio del desbalance hormonal asociado a esa etapa de la
vida. En los machos mejoré de manera discreta, pero aun evitando la progresion del

dafno asociado a la edad.

9 Perspectivas

Seria interesante en un futuro realizar inmunofluorescencias en cortes histologicos
de cerebro para observar la proporcion de células senescentes en los tres principales

tipos celulares: neuronas, astrocitos y microglia.

También seria interesante determinar si el SFN actla Unicamente como senomorfico
o también puede actuar como senolitico y detallar sus posibles mecanismos de

accion.
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Abstract In the last several years, numerous molecules
derived from plants and vegetables have been tested for
their antioxidant, anti-inflammatory, and anti-aging prop-
erties. One of them is sulforaphane (SFN), an isothiocya-
nate present in cruciferous vegetables. SFN activates the
antioxidant and anti-inflammatory responses by inducing
Nrf2 pathway and inhibiting NF-«B. It also has an epige-
netic effect by inhibiting HDAC and DNA methyltrans-
ferases and modifies mitochondrial dynamics. Moreover,
SFN preserves proteome homeostasis (proteostasis) by
activating the proteasome, which has been shown to lead
to increased cellular lifespan and prevent neurodegenera-
tion. In this review, we describe some of the molecular and
physical characteristics of SFN, its mechanisms of action,
and the effects that SFN treatment induces in order to
discuss its relevance as a “miraculous” drug to prevent
aging and neurodegeneration.
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Since 1980s, it was known that the consumption of green
and yellow vegetables (leafy green vegetables, cauliflower,
carrots, broceoli, Brussel sprouts, etc.) was related to a
reduction in the risk of developing certain types of cancer
(Colditz et al. 1985). Later, studies showed that some
molecules contained in those vegetables were capable to
induce xenobiotic metabolism and antioxidant enzyme
activation and, as a common feature, those molecules were
glutathione S-transferase (GST) substrates, becoming po-
tential protective agents against developing cancer (Talalay
et al. 1988). Later, different green and yellow vegetables
were tested to determine which of those molecules could
activate phase II enzyme activity, with the cruciferous
family being the one that enhanced these enzymatic activ-
ities the most, particularly broccoli and Brussel sprout
extracts (Prochaska et al. 1992). Almost immediately, an
isothiocyanate described as “a potent phase II enzymes
inducer” was isolated from broccoli extracts, and was
identified by spectroscopic methods as-1-
isothiocyanato-(4R)-(methylsulfinyl) butane or sulforaph-
ane (SFN); (Zhang et al. 1992). Phase II enzymes are
composed of antioxidant and conjugating enzyme which
are capable of enhancing xenobiotic hydrophilicity, facili-
tating their excretion, promoting cell detoxification and
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Abstract The brain is one of the most sensitive organs
damaged during aging due to its susceptibility to the
aging-related oxidative stress. Hence, in this study, the
sensory nerve pathway integrity and the memory were
evaluated and related to the redox state, the antioxidant
enzymes function, and the protein oxidative damage in
the brain cortex (Cx) and the hippocampus (Hc) of
young (4-month-old) and old (24-month-old) male and
female Wistar rats. Evoked potentials (EP) were per-
formed for the auditory, visual, and somatosensory
pathways. In both males and females, the old rat groups’
latencies were larger in almost all waves when com-
pared to the young same-sex animals. The novel object
test was performed to evaluate memory. The superoxide
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dismutase and catalase antioxidant activity, as well as
the protein oxidative damage, and the redox state were
evaluated. Magnetic resonance (MR) imaging was used
to obtain the diffusion tensor imaging, and the brain
volume, while MR spectroscopy was used to obtain
the brain metabolite concentrations (glutamine, gluta-
mate, Myo-inositol, N-acetyl-aspartate, creatine) in the
Cx and the He of young and old females. Our data
suggest that, although there are limited variations re-
garding memory and nerve conduction velocity by sex,
the differences conceming the redox status might be
important to explain the dissimilar reactions during
brain aging between males and females. Moreover, the
increment in Myo-inositol levels in the He of old rats
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Abstract Aging is a complex and detrimental pro-
cess, which disrupts most organs and systems within
the organisms. The nervous system is morphologi-
cally and functionally affected during normal aging,
and oxidative stress has been involved in age-related
damage, leading to cognitive decline and neurodegen-
erative processes. Sulforaphane (SFN) is a hormetin
that activates the antioxidant and anti-inflammatory
responses. So, we aimed to evaluate if SFN long-term
treatment was able to prevent age-associated cogni-
tive decline in adult and old female and male rats.
Memory was evaluated in adult (15-month-old), and
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old (21-month-old) female and male Wistar rats after
three months of SFN treatment. Young rats (4-month-
old) were used as age controls. The antioxidant
response induction, the redox state (GSH/GSSG), and
oxidative damage were determined in the brain cor-
tex (Cx) and hippocampus (Hc). Our results showed
that SFN restored redox homeostasis in the Cx and
Hc of adult rats, thus preventing cognitive decline in
both sexes; however, the redox responses were not the
same in males and females. Old rats were not able to
recover their redox state as adults did, but they had
a mild improvement. These results suggest that SFN
mainly prevents rather than reverts neural damage;
though, there might also be a range of opportunities
to use hormetins like SFN, to improve redox modula-
tion in old animals.

Keywords Aging - Memory - GSH - Antioxidant
enzymes - Brain - Cognition

Introduction

Aging is a complex multifactorial biological process
that is triggered by several intrinsic and extrinsic
factors, contributing to the cellular and organismal
physiological decline and impairment of stress-
contending molecular pathways, which lead to frailty
and increased risk of developing age-related diseases
(Mc Auley et al. 2017; Titorenko 2018; Zhang et al.
2020).
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