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Resumen

El envejecimiento es un proceso multifactorial, universal, progresivo y deletéreo que
se da con el paso del tiempo en los seres vivos y que tiene como consecuencia el
declive en las funciones fisiolégicas de los organismos, aumentando su
vulnerabilidad y que, finalmente, los conduce a la muerte. Uno de los érganos mas
sensibles a sufrir dafios durante el envejecimiento es el cerebro, debido a que es
muy susceptible al dafio por estrés oxidante caracteristico del envejecimiento. Por lo
tanto en este estudio se evaluo la relacion entre la velocidad de conduccion nerviosa,
dada por la mielinizacion y la integridad de las vias nerviosas sensoriales. Esta
relacion esta tiene que ver con el estado redox de la corteza y el hipocampo, la
funcion de las enzimas antioxidantes y el dafio oxidante de las proteinas ratas
machos y hembras jovenes (4 meses) y viejas (21 y 24 meses). A los 21 meses de
edad los animales fueron tratados con sulforafano (SFN) por 3 meses. Se realizaron
potenciales evocados de las vias sensoriales auditiva, visual, somatosensorial medial
y tibial en machos y hembras. Las latencias fueron mas largas en la mayoria de las
ondas en las ratas viejas, sin embargo, el tratamiento con SFN parece tener un
efecto protector sobre la velocidad de conduccion en todas las vias sensoriales solo
en los machos, sin embargo, el nimero de animales que alcanzaron los 24 meses de
edad fue muy reducido. En los analisis estructurales por resonancia magnética (MRI)
se encontrd una disminucion en el volumen de la corteza, pero no del hipocampo. No
se encontrd ningun efecto aparente del SFN sobre el volumen de la corteza o el
hipocampo. En cuanto al estado redox, la actividad de la superéxido dismutasa
(SOD) y catalasa (Cat) no se not6é algun efecto con el tratamiento con SFN, lo que
puede ser un indicativo de que el SFN brinde proteccién por una via alterna a la de
Nrf2 y el estado redox
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Abstract

Aging is a multifactorial, universal, progressive and deleterious process, which is
time-depending in the living beings. Its main feature is a physiological function decline
and increased vulnerability that finally, trigger the organism death. Brain is one of the
more sensible organs that are damaged during aging, because of its susceptibility to
the aging-related oxidative stress. Thus in this study, the relation between the nerve
conduction velocity, given by myelination and sensory nerve pathways integrity, was
evaluated. Furthermore, this relation was linked with the brain cortex and
hippocampus redox state, antioxidant enzymes function, and protein oxidative
damage in young (4 months) and old (21 and 24 months) male and female rats. At 21
months of age, animals were treated with sulforaphane (SFN) for 3 months. Evoked
potentials were performed for the auditory, visual, median and tibial somatosensory
pathways. In both, males and females, the latencies were larger in the old rats groups
in almost all waves; nevertheless, the SFN appears to have a protector effect on the
nerve conduction velocity of all sensory pathways only in males, however the number
of animals that achieved the 24 months of age was very reduced. In the
morphometric magnetic resonance images assays (MRI) a decrease in the total
volume of the brain cortex was detected in the old rats groups, but no difference was
found in the hippocampus volume. There was not apparent effect of SFN in the total

volume of neither brain cortex nor hippocampus.

Regarding to the redox state, the superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
activity were not different between the young rats and the old rats groups, even with
the SFN treatment. This could suggest that the protection effect given by SFN on the
nerve conduction velocity might be related to an alternative pathway, different of the

classical Nrf2 pathway, which improves the brain redox state.
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1. Introduccidn

1.1 Envejecimiento y su relacion con el estado redox

Actualmente se considera al envejecimiento como un proceso multifactorial,
universal, progresivo y deletéreo que se da con el paso del tiempo en los seres
Vivos, que tiene como consecuencia el declive en las funciones fisiologicas de los
organismos, aumentando su vulnerabilidad y que, finalmente, los conduce a la

muerte (Strehler, 1962; Lépez-Otin et al., 2012; World Health Organization, 2015).

Se han formulado distintas teorias para tratar de entender los factores que
desencadenan dicho proceso. Una de las hipétesis que tuvo mas impacto fue la
formulada por Denham Harman (1956), quien propuso que el envejecimiento es el
resultado de la acumulacion de biomoléculas dafiadas a lo largo del tiempo como
consecuencia de reacciones enddgenas que involucran la participacion de los
radicales libres, es decir, moléculas con un electron desapareado en su ultimo
orbital, originados principalmente en el proceso de la reduccion del oxigeno hasta
agua en la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Harman propuso que
la acumulacién de las moléculas oxidadas tendria una relacion directa con el
deterioro asociado al envejecimiento, y que su disminucién tendria implicaciones
en la longevidad de los organismos (Harman, 1992). Afios mas tarde se realizaron
experimentos con animales transgénicos en los que se aumenté la expresion de
enzimas antioxidantes o bien se inhibié su expresién para determinar su efecto
sobre la longevidad, y sorprendentemente no se encontraron cambios
significativos entre el tiempo de vida de los animales con enzimas antioxidantes

sobreexpresadas o inhibidas, y los control (Huan, et al., 2000; Pérez, et al., 2009).



Por tal motivo se replanteé la teoria del envejecimiento de Harman y se propuso
gue la disminucion de los efectos adversos productos de las reacciones con
radicales libres no eran suficientes para poder retrasar el proceso de
envejecimiento, pero si podian tener un papel en el incremento de la

susceptibilidad a enfermedades.

Posteriormente se propuso al envejecimiento como un proceso multifactorial,
provocado tanto por causas intrinsecas como causas extrinsecas, que generan
problemas en la capacidad de adaptaciéon del organismo, aumentando su
vulnerabilidad (World Health Organization, 2015). Ademas, se propusieron nueve
marcadores celulares y moleculares que contribuyen al proceso de
envejecimiento, y que en conjunto determinan el fenotipo de los organismos viejos.
Estos son: inestabilidad gendmica, acortamiento de teldmeros, alteraciones
epigenéticas, pérdida de la proteostasis, desregulacion en la deteccion de
nutrientes, disfuncion mitocondrial, senescencia celular, desgaste de células

madre, y comunicacion celular alterada (Lopez-Otin et al., 2012).

Es interesante mencionar que la teoria de Harman no fue descartada por
completo, ya que afios mas tarde Dean P. Jones (2015) propuso que todos estos
marcadores mencionados anteriormente, estan orquestados por el estado redox,
gue se vuelve mas oxidado a medida que los organismos envejecen, mermando
su capacidad adaptativa para responder ante el exposoma, que definio como las
condiciones a las que un organismo esta expuesto a lo largo de la vida. Esta
disminucion de la capacidad de respuesta la adjudica a la falla de los

componentes moleculares que forman parte de las vias de regulacion redox que



permiten la interaccion entre el genoma y el exposoma, dando al estado redox el
papel de modulador de los marcadores del envejecimiento en lugar del causante

del mismo.

1.2 El sistema nervioso durante el envejecimiento

Se sabe que el sistema nervioso es uno de los sistemas mas afectados durante el
envejecimiento, y muchas de las enfermedades asociadas al envejecimiento son
patologias provocadas por la neurodegeneracion en los circuitos neurales, asi
como la disfuncion de las células gliales (Yanker, et al., 2008). Esto podria
deberse a la alta sensibilidad del sistema nervioso para caer en un estado de
estrés oxidante por diversas caracteristicas intrinsecas que lo vuelven
especialmente susceptible a cambios en el estado redox. Por ejemplo: su alto
consumo de oxigeno que podria traducirse en concentraciones considerables de
especies reactivas de oxigeno, su alto contenido de lipidos que pueden ser
oxidados, al igual que la auto oxidacibn de moléculas precursoras de
neurotransmisores, una baja capacidad antioxidante en comparacion con otros
organos, y su alto contenido de hierro (Friedman, 2011). Siendo el sistema
nervioso fundamental para la movilidad de los organismos, y para interactuar con
el medio ambiente, es importante estudiar y entender los procesos de
envejecimiento que ocurren en éste y, asi, proponer posibles estrategias para

disminuir o retrasar su degeneracion con el paso del tiempo.



El sistema nervioso se divide en dos partes principales: sistema nervioso central y
sistema nervioso periférico. El sistema nervioso central esta formado por el
encéfalo y por la médula espinal (Carlson, 2007). Mientras que el sistema nervioso
periférico esta compuesto por los nervios periféricos (qQue pueden ser sensoriales,
autondmicos, motores 0 mixtos), sus ganglios asociados, los plexos dorsales, y los
receptores sensoriales, por lo que sirve como un sensor de lo que ocurre, tanto
dentro, como fuera del organismo (Walsh et al., 2015). Este ultimo puede definirse
como un intermediario entre el cerebro y los tejidos periféricos que, al contrario del
sistema nervioso central, no se encuentra protegido en su totalidad por hueso

(Marieb & Hoehn, 1998; Walsh et al., 2015)

El sistema nervioso periférico se divide a su vez en sistema nervioso autonomo y
sistema nervioso somatico. El sistema nervioso somatico esta compuesto por 31
pares de nervios espinales y por 12 pares de nervios craneales, que se encargan
de recopilar la informacion de los érganos sensoriales, musculos, visceras, y
articulaciones (Longstaff, 2002). A esta recopilacién de informacién sensorial
llevada por los nervios periféricos mixtos hasta la médula espinal se le conoce
como via aferente, mientras que a las respuestas que viajan de estos nervios
hasta los musculos por neuronas motoras se le conoce como via eferente

(Aminoff, 2012).

Una vez que el estimulo llega a los 6rganos sensoriales, necesita ser traducido y
codificado a sefales eléctricas por medio de las neuronas sensoriales. El impulso
viaja por los axones y se transmite de una neurona a otra por medio de la sinapsis.

La velocidad a la que viaje el impulso esta determinada por el diametro del nervio



y por la presencia de vainas de mielina (Gardner & Johnson, 2013). La vaina de
mielina estd formada por capas apiladas de la membrana celular de los los
oligodendrocitos en el sistema nervioso central; o por las células de Schwann en el
sistema nervioso periférico enrolladas alrededor del axén y unidas entre cada capa
por uniones celulares estrechas mediante proteinas como la claudina (Simons &
Nave, 2016). Ademas, en las membranas celulares de los oligodendrocitos y las
células de Schwann se encuentran incluidas proteinas especificas de la vaina de
mielina, particularmente la proteina basica de mielina (MBP por sus siglas en
inglés) y la proteina proteolipido (PLP por sus siglas en inglés) que constituyen del
60-80% del total de las proteinas en la vaina de mielina (Morell & Quarles (1999).
La mielina favorece la propagacion saltatoria del potencial de accion y, por ende,
aumenta la velocidad de conduccion nerviosa (Ibafiez-Contreras, et al., 2014), que
es de 150 m/s en fibras mielinizadas, mientras que en las fibras no mielinizadas el
impulso nervioso va desde 0.5 m/s hasta una velocidad maxima de 10 m/s
(Purves, et al., 2014). La mielina actia como una capa aislante en el nervio que
previene la disipacion de la sefal eléctrica en el medio que lo rodea (Garbay, et

al., 2000).

Se ha propuesto que la mielina ocupa cerca del 50-60% del peso seco de la
materia blanca del sistema nervioso, y que las fibras mielinizadas utilizan hasta
5000 veces menos energia que las fibras no mielinizadas para transmitir el
iImpulso nervioso (Snaidero & Simons, 2014). Debido a esto, es de gran
importancia que las capas de mielina se mantengan integras para que la velocidad

de conduccién nerviosa no resulte afectada (Ibafiez-Contreras, et al., 2014). Sin



embargo, se sabe que durante el envejecimiento se sufre un proceso de
desmielinizacién en varias regiones del sistema nervioso, lo que ocasiona que no
haya una correcta conduccion de los impulsos nerviosos (Peters, 2006). Esto
podria deberse al aumento del estrés oxidante (el aumento de moléculas pro-
oxidantes con respecto a las moléculas antioxidantes) caracteristico de la edad,
gue se relaciona con la pérdida progresiva de las areas mielinizadas de los axones

(Sims-Robinsons, et al., 2013) asi como la funcionalidad (Xie, et al., 2013).

1.3. Dafio oxidante en el sistema nervioso durante el envejecimiento

Las especies reactivas de oxigeno tienen un papel muy importante en la
sefalizacion de procesos celulares normales en el sistema nervioso (Oswald, et
al., 2018), principalmente como segundos mensajeros (Shadel & Horvath, 2015).
Estos procesos benéficos que pueden tener los incrementos controlados de
moléculas pro oxidantes, como las especies reactivas de oxigeno, generalmente
se reportan en organismos jovenes o células derivadas de estos (Bérquez, et al.,
2016). Se ha observado que cuando se incrementan levemente las
concentraciones intracelulares o extracelulares de especies reactivas de oxigeno
en células progenitoras neurales promueven su regeneracion y la neurogénesis en
embriones de ratones y cultivos celulares (Le Belle, et al., 2011). El aumento de
especies reactivas de oxigeno, particularmente peréxido de hidrégeno (H,05), en
neuronas cultivadas de organismos jovenes también se relaciona con la
prolongacion de las dendritas (Chandrasekaran et al. 2015), y con el crecimiento

axoénico (Wilson et al. 2015).



Durante el envejecimiento se han observado efectos distintos de las especies
reactivas de oxigeno sobre las células del sistema nervioso, ya que son muchos
los trabajos en donde se reporta la acumulacion de proteinas (Di Domenico, et al.,
2010), lipidos (Montine, et al., 2002) y moléculas de ADN (Murali &
Panneerselvam, 2007) que han sido dafiados por oxidacibn como consecuencia
del aumento en el estado pro oxidante de la célula y de la insuficiencia de las
moléculas antioxidantes para contrarrestarlo (Drége, & Schipper, 2007). El
aumento en el estrés oxidante se ve reflejado en la disfuncion de estructuras
celulares o incluso de células completas, lo que lleva a la desestabilizacién del
correcto funcionamiento de los tejidos durante el envejecimiento (Lopez-Otin et al.,
2012). En el sistema nervioso central y periférico una de las principales estructuras
dafadas por el estrés oxidante relacionado al envejecimiento es la vaina de
mielina de los axones neuronales, alterando la correcta conduccion de los
impulsos nerviosos (Hamilton, et al., 2016). En el caso de las vias sensoriales, que
se componen de largos tractos de fibras mielinizadas, se han realizado varios
estudios que relacionan la disminucion de la integridad de las vias nerviosas con
el aumento en el estrés oxidante y el dafio a las macromoléculas. Tal es el caso
de la via visual, en la que se demostro que habia una correlacion positiva entre el
aumento en algunos marcadores de dafio a macromoléculas como carbonilacion
de proteinas, aumento en la lipoperoxidacion, asi como el aumento en células
positivas a marcadores de apoptosis, y la disminucién en la cantidad de mielina en
los axones del nervio 6ptico de ratas viejas (El-Sayyad, et al., 2014). En la via
auditiva también se ha reportado la pérdida progresiva de la mielinizacién en el

nervio auditivo, asi como la disminuciéon de la cantidad de fibras mielinizadas tanto
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en humanos, como en ratones, promoviendo la pérdida de la audicién con el paso
del tiempo (Xing, et al., 2012). Este mismo patron se ha observado en nervios
periféricos, en los que la velocidad de conduccion nerviosa disminuye con la edad,
gracias a la pérdida de la mielinizacion, tanto de los nervios periféricos, como los
del sistema nervioso central (Walsh, et al., 2015). También se han encontrado
depdsitos de proteinas poliubiquitinadas en lisosomas disfuncionales que se
relacionan con el estrés oxidante, ademas de lipoperoxidacién, inflamacion e

infiltracién de células inmunes en nervios de ratas viejas (Opalach, et al., 2010).

1.4. El sulforafano como un posible modulador del estado redox y

protector del dafio cerebral

El sulforafano (SFN; 1-isotiocianato-(4R)-(metilsulfinil) butano) es un compuesto
organosulfurado que se obtiene de los vegetales cruciferos, como el brocoli, la
coliflor, col, calabaza y coles de bruselas (Lavich, et al., 2015). Su precursor, la
glucorafanina (4-metilsulfinilbutil  glucosinolato), se encuentra en mayor
concentracion en el brécoli comparado con otros cruciferos (0.8-21.7 umol/g de
peso seco), y es hidrolizado por la enzima mirosinasa cuando el vegetal es
dafiado mecénicamente o atacado por algun patégeno, formando al sulforafano

como producto principal (Guerrero-Beltran, et al., 2012).

La administracion de SFN en ratones (Bai, et al., 2013; Pu, et al., 2018) y ratas
(Zhao, et al., 2016) promueve la activacion de Nrf2 (factor 2 relacionado al factor

eritroide 2), que es un regulador maestro de la respuesta de detoxificacion celular



y respuesta ante el estrés oxidante, ademas de promover sefiales de proteccion
celular. Durante condiciones basales del estado redox, Nrf2 se mantiene reprimido
por la proteina Keapl (proteina 1 asociada a ECH parecida a Kelch) que se
encarga de reclutar a la ubiquitin ligasa tipo E3 Cul3, provocando la degradacién
de Nrf2 por via proteosomal, manteniendo su vida media alrededor de los 15
minutos (Li, et al., 2004; Silva-Palacios, et al., 2018) Sin embargo, el SFN es
capaz de interactuar con la cisteina 151 (Cys151) de Keapl, que es uno de los
sensores principales ante estrés oxidante, y que al ser oxidada por el SFN provoca
un cambio conformacional en Keapl, liberando a Nrf2 y extendiendo su vida
media hasta 3 horas, lo que permite que cumpla su funcion como factor de
transcripcion (Li, et al., 2004; Hu, et al., 2011; Dinkova-Kostova, et al., 2017).
Posteriormente a la liberacion de Keapl, Nrf2 requiere de modificaciones
postraduccionales, tales como fosforilaciones, para poder favorecer su
translocacion al nicleo. Estas estan dadas por cinasas como MAPK o PKC,
quienes lo fosforilan en la tirosina 568, lo que se asocia con su localizacion
nuclear; por otra parte la cinasa GSK-3B también es capaz de fosforilar
directamente a Nrf2 en la serina 40, lo que también favorece su importacion
nuclear (Bhakkiyalakshmi, et al., 2015). Una vez que Nrf2 estad en el nucleo se
heterodimeriza con proteinas Maf pequefnas (MafG, MafK, MafF) quienes permiten
la unién con su secuencia consenso en el ADN, el elemento de respuesta
antioxidante (ARE; Silva-Palacios, et al., 2018). Como resultado se transcriben
genes blanco como NAD(P)H quinona oxidorreductasa (NQO1), hemoxigenasa 1
(HO-1) y y-glutamilcistein ligasa (yGCL), que proveen proteccién antioxidante

(Guerrero-Beltran, et al., 2012).



También se han propuesto algunos mecanismos de proteccion por SFN
independientes a la via de Nrf2, tal como la disminucion en la fision mitocondrial,
en donde el SFN actua directamente sobre las cisteinas de la proteina de fision
Drpl, impidiéndole oligomerizarse para poder llevar a cabo su funcion (Mealey, et
al., 2017). Ademas inhibe la actividad transcripcional del factor nuclear kB (NFkB),
asi como la translocacién nuclear de su subunidad p65, ésta también es una
respuesta de proteccion, ya que NFKB es responsable de la regulacion de diversos

genes proinflamatorios (Xu, et al., 2005).

2. Antecedentes
Los potenciales evocados (PE) son una técnica no invasiva que ha sido utilizada
en diversos modelos animales para evaluar el funcionamiento de las diferentes
vias del sistema nervioso periférico, desde receptores especificos hasta la corteza
cerebral, y consisten en la obtencién del promedio de una serie de ondas
eléctricas en respuesta de la activacion secuencial de las estructuras nerviosas
por la estimulaciéon de los nervios periféricos (Hernandez-Godinez?, et al., 2011).
Gracias a esta técnica se sabe que la velocidad de conduccion nerviosa disminuye
a medida que los organismos envejecen y que esta disminucion en la velocidad se
da principalmente en la via auditiva (Ibafiez-Contreras, et al., 2011), en la via
visual (Solis-Chéavez, et al., 2012), y en las vias somatosensoriales mediales y
tibiales (Hernandez-Godinez?, et al., 2011) y que estos efectos pueden ser
causados por la desmielinizacion de las fibras nerviosas (Ibafiez-Contreras, et al.,

2016). Los potenciales evocados tienen morfologias expresadas en forma de

10



ondas que se relacionan con estructuras anatémicas a lo largo de la via sensorial.
En el caso de la via auditiva hay 5 ondas principales que se generan durante los
potenciales evocados (Onda I, II, Ill, IV y V). La onda | refleja la actividad del
nervio auditivo; la onda Il representa al nucleo coclear, involucrado en la deteccion
del lado en el que se origind el sonido. La onda Il representa al complejo olivar
superior, que esta relacionado con la determinacion del angulo de llegada del
sonido. La onda Il esta relacionada con el lemnisco lateral, encargado de detectar
la duracion de los sonidos y esta relacionado con el reflejo de alerta y huida, sin
embargo, esta onda también se encuentra relacionada con el coliculo inferior,
encargado de reconocer sonidos nuevos o familiares. Las ondas IV y V se ven
afectadas si cualquiera de las estructuras antes mencionadas se alteran (Chen &

Chen, 1991).

La via visual presenta 3 ondas principales, la onda negativa 1 (N1), la positiva 1
(P1) y la negativa 2 (N2), que corresponden al cuerpo geniculado lateral, corteza
visual primaria y corteza visual de asociacion, respectivamente (Ibafiez-Contreras,

et al., 2011).

Marner, et al., (2003) proponian que aproximadamente se pierde el 45% de fibras
mielinizadas de los 20 a los 80 afios, y que esta desmielinizacion es consecuencia
directa de la edad. Ademas, lIbafiez-Contreras et al. (2018) encontraron un
aumento en la lipoperoxidacién y en la actividad de enzimas antioxidantes en
sangre de monos Rhesus (Macaca mulata) viejos, en comparacion con los
jovenes, relacionandolo con la desmielinizacion y con el aumento caracteristico de

la latencia en la conducciéon nerviosa de las vias sensoriales antes mencionadas,
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lo cual a su vez se asoci6 a la edad. Esto sugiere que el aumento del estrés
oxidante durante la tercera edad, puede promover el dafio en las vias nerviosas,
por lo que la administracion de moléculas que sean capaces de modular el estado
redox, como el SFN, puede promover la disminucion del dafio por estrés oxidante
y asi mejorar el estado de las vias nerviosas, mejorando la capacidad en la

conduccidén nerviosa.

Existen una gran cantidad de estudios que demuestran que la activacion de Nrf2
por distintos inductores protegen a las células y diversos tejidos. Sin embargo,
existe una controversia en cuanto a la posible activaciéon de Nrf2 durante el
envejecimiento (Silva-Palacios et al., 2018). En nuestro laboratorio se logro
encontrar proteccion en astrocitos aislados de ratas viejas cuando se inducia la
activacion de Nrf2 con tert-butilhidroquinona (tBHQ), que induce la liberacion de
Nrf2 de su represor Keapl mediante la oxidacion de sus cisteinas. En ese trabajo
se observé que existe un efecto protector, pero solo en una estrecha ventana de
concentracion y tiempo (Alarcon- Aguilar et al., 2014). Posteriormente, Silva-
Palacios et al. (2017), administré tBHQ a ratas hembra viejas (24 meses) a las que
se les indujo estrés oxidante en el estriado mediante acido 3- nitropropionico
(3NP) que inhibe a la succinato deshidrogenasa (complejo Il de la cadena de
transporte de electrones) y al ciclo de Krebs promoviendo la formacion de ROS. El
pretratamiento con tBHQ protegio al cerebro frente a los déficits de movimiento,
asi como de la astrogliosis reactiva producida por el dafio con 3-NP.
Curiosamente, el tratamiento con tBHQ no aumenté la translocacion de Nrf2 al

nucleo en los tiempos evaluados previamente, y las respuestas relacionadas con
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el estado redox fueron duales, por lo que aun queda la duda de cudl seria el
mecanismo de accién que otorgd la proteccion observada y cual seria la

participacion de Nrf2, en la proteccién contra el dafio durante el envejecimiento.

3. Planteamiento del problema

3.1 Justificacién

En las Ultimas décadas, el numero de adultos mayores ha aumentado a nivel
mundial. En el afio 2015, una de cada ocho personas eran mayores de 60 afos,
es decir, aproximadamente 901 millones de personas a nivel mundial. Sin
embargo, se espera que para el afilo 2030 el nimero de personas mayores a 60
afos supere al numero de nifios de 0 a 9 afios, llegando a 1,400 millones de

adultos mayores a nivel mundial (United Nations, 2015).

En México durante el afio 2017, aproximadamente el 10.5% de la poblacion era
mayor de 60 afos, es decir, 13 millones de personas, de las cuales el 53.9% eran
mujeres y el 46.1% eran hombres (INEGI, 2017) y se estima que para el afio 2050
esta cifra alcance el 28% del total de la poblacion (CONAPO, 2004). El numero
cada vez mayor de adultos mayores ha dado como resultado una mayor incidencia
a nivel mundial de una serie de enfermedades conocidas como enfermedades
asociadas a la edad, dentro de las que se encuentran las enfermedades
cardiovasculares, diversos tipos de cancer, y un numero creciente de
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson (World

Health Organization, 2015; Gassen, et al., 2017).
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Durante el envejecimiento existe deterioro en los tejidos, incluido el tejido nervioso,
ademds decrece la capacidad antioxidante, y puesto que el cerebro es altamente
energeético, se promueve un ambiente oxidante que reforzar4 ain mas la pérdida
de las funciones de las células nerviosas. Una de las funciones que puede verse
alterada es la velocidad de conduccidn nerviosa, que tiende a disminuir durante el
envejecimiento (Palve, et al, 2018 vy en algunas enfermedades
neurodegenerativas asociadas a la edad (Kakrani, et al., 2014; Yardimci, et al.,
2016). De manera que si se pudiera modular el estado redox celular para que sus
efectos fueran menos dafinos, se podrian prevenir alteraciones funcionales como

el decremento en la velocidad de los impulsos nerviosos.

El sulforafano (SFN) es una molécula que activa la respuesta de proteccion
antioxidante y de supervivencia celular a través de factores de transcripcion como
Nrf2, promoviendo la transcripcion de distintas proteinas antioxidantes que le
permiten a las células del sistema nervioso competir con el estrés oxidante, y asi
reducir el dafio a biomoléculas que les impide su correcto funcionamiento. En el
caso de los oligodendrocitos y células de Schwann es importante dicha proteccion
para poder reducir la desmielinizacion caracteristica del envejecimiento y asi mejar
la conduccion nerviosa. Por lo que resulta importante evaluar su efecto en
modelos in vivo para determinar si el SFN tiene algun efecto sobre la velocidad de

conduccion nerviosa durante el envejecimiento.
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3.2 Pregunta de investigacion

¢La administracion de sulforafano mejorara la velocidad de conduccion nerviosa

en ratas viejas mediante la modulacion del estado redox?

3.3 Objetivo general

Determinar el efecto del sulforafano en la velocidad de conduccién nerviosa de las
vias somatosensoriales (tibial y medial), auditivas y visuales; asi como su efecto

en el estado redox del cerebro de ratas viejas.

3.4 Objetivos particulares

Evaluar los cambios en el estado redox de la corteza cerebral e hipocampo

de las ratas viejas machos y hembras tratadas por tres meses con SFN.

= Determinar mediante resonancia magnética el volumen total de la corteza y
el hipocampo de ratas viejas machos y hembras tratadas por tres meses
con SFN.

= Determinar la actividad antioxidante de la corteza y el hipocampo de ratas
viejas machos y hembras tratadas por tres meses con SFN.

= Determinar el dafio por estrés oxidante en corteza e hipocampo de ratas

viejas machos y hembras tratadas por tres meses con SFN

4. Hipotesis
El sulforafano al ser un inductor de la respuesta antioxidante promoveré la defensa
contra el dafio oxidante durante el envejecimiento proporcionando proteccion a las

vias sensoriales ante el deterioro provocado con la edad.
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5. Material y métodos

5.1 Animales

Los animales fueron proporcionados por el Bioterio de la Universidad Autonoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa, asi como por el Bioterio del Area de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México Campus Juriquilla.
La investigacion se realizé de acuerdo a lo estipulado en la NOM-062-Z00-1999

en el apartado para roedores.

Se utilizaron grupos de ratas de 4 meses (machos: n=13; hembras: n=13) como
controles jovenes del funcionamiento normal del sistema nervioso, asi como
grupos de 21 (machos: n=5; hembras: n=10) y 24 (machos: n=3; hembras: n=8)
meses de edad de la cepa Wistar. Se agruparon por género y edad en cajas de 5
individuos con agua y alimento ad libitum, en condiciones de 12 horas de

luz/oscuridad. Se separaron los animales en 8 grupos para este estudio (Diag. 1).

)
Q 24 Meses

n=5 SFN
[Q 4Meses] [ 21 Meses]—
n=13 n=10

\ 4

h 4
)
N
=
o
wv
)
wv

7 n=2 SEN
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[d n=13 ] [d n=>
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Diag.1 Se muestran los grupos de animales para el estudio. Se utilizaron
machos y hembras 4, 21 y 24 meses. A partir de los 21 meses se administrd
SFN a 5 hembras y 3 machos; y se administré el vehiculo a 5 hembras y 2
machos. En los recuadros se muestra el nimero de animales que obrevivieron
por grupo.
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5.2 Administracion de sulforafano

Se administré sulforafano (LKT Laboratories, No. de Cat. 4478-93-7) de acuerdo a
la dosis establecida por Miao, et al. (2012) de 0.5 mg/kg empleando solucion
salina (NaCl 0.9%) con DMSO al 1% como vehiculo, por via subcutanea durante 5
dias a la semana durante 3 meses a un grupo inicial de 10 ratas hembra y 5 ratas
macho de 21 meses de edad. A otro grupo inicial de 10 ratas hembras y 5 machos
de 21 meses se les administré solamente el vehiculo. El tratamiento termind a los
24 meses de edad. Se mantuvo un grupo de ratas macho y hembra de 4 meses

como control.

5.3 Pruebas in vivo

5.3.1 Manejo anestésico

Para los registros electrofisiologicos se sedaron las ratas con un coctel de
ketamina (100 mg/kg; Anesket® Pisa Farmacéutica Mexicana) y xilacina (5 mg/kg;
Procin® Pisa Farmacéutica Mexicana) por via intramuscular. Se realizaron
potenciales evocados visuales, auditivos, y somatosensoriales tibiales y mediales
a los grupos de 4, 21 y 24 meses de edad a los que se les administro el vehiculo y
al grupo de 24 meses tratado con SFN.

Para la adquisicion de imagenes por resonancia magnética, las ratas fueron
anestesiadas mediante isoflurano por via inhalatoria (Sofloran® Pisa
Farmacéutica Mexicana) al 4% como dosis de induccion, y de 1.5-2% como dosis
de mantenimiento. Los animales se mantuvieron bajo anestesia por un tiempo de

45 minutos a 1 hora.
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5.3.2 Potenciales evocados

Los registros se llevaron a cabo en el laboratorio de neurofisiologia de APREXBIO
mediante un equipo NEURONICA 5® (Neuronic®, La Habana, Cuba) y usando
electrodos de aguja (Ambu®, Espafia) colocados de acuerdo al sistema
internacional 10/20. Los potenciales evocados fueron registrados utilizando

impedancias <5 kQ.

5.3.2.1 Potenciales evocados auditivos de tallo cerebral (PEATC)

Se realizaron siguiendo el protocolo de Ibafez-Contreras, et al. (2016): Se
estimularon las vias auditivas de las ratas con chasquidos emitidos a 50 dB de
intensidad, con una duracion de 0.1 ms, dando un total de 2000 promediaciones
de estimulos. Se estimuld s6lo un oido a la vez, mientras que el otro fue
enmascarado con un ruido blanco de fondo 20dB mas bajo que la intensidad
explorada. Los filtros de banda se programaron entre 100 y 3000 Hz con una
sensibilidad de 10 pyV. El electrodo negativo fue colocado en la derivacién cerebral
Al o A2 ipsilateralmente al oido estimulado, el electrodo positivo fue colocado en
la zona frontal (Fz), finalmente, la corriente se aterrizd6 en la base de la cola del

animal mediante otro electrodo.

5.3.2.2 Potenciales evocados visuales (PEV)

De acuerdo al protocolo de Ibafiez-Contreras, et al. (2011). Se estimularon ambos

0jos mediante una luz estroboscopica que emite 150 flashes por minuto con 200
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ms de duracion, realizando un total de 250 promediaciones. Los filtros de banda
se programaron entre 1 y 100 Hz con una sensibilidad de 50 V. El electrodo
negativo fue colocado en la zona occipital (Oz), el electrodo positivo fue colocado
en la zona frontal (Fz), la corriente se aterrizd en la base de la cola del animal

mediante otro electrodo.

5.3.2.3 Potenciales evocados somatosensoriales mediales y tibiales

Se realizaron de acuerdo al protocolo de Hernandez-Godinez et al. (2011): Para el
registro de los PESSM. Los electrodos negativos fueron colocados en el séptimo
disco cervical (C7) y en la corteza somatosensorial contralateral a la extremidad
estimulada (C3" 6 C4"). Para los PESST los electrodos negativos fueron colocados
en el cuarto disco lumbar (L4) y en la corteza somatosensorial contralateral a la
extremidad estimulada (C3" 6 C4"). En ambos casos el electrodo positivo fue
colocado en Fz y la corriente fue aterrizada en la base de la cola mediante otro

electrodo.

La estimulacion de los nervios mediales o tibiales se realiz6 mediante pulsos
eléctricos cuadrados monofasicos con una intensidad de 2 mA y frecuencia de 1.1
estimulos por segundo hasta llegar a 250 promediaciones. Los filtros de banda se

programaron entre 3 a 3000 Hz.
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5.3.4 Medicion de volumen por resonancia magnética

Se tomaron imagenes por resonancia magnética de cerebros de ratas hembra
jovenes de 4 meses, viejas de 21 meses y 24 meses tratadas con SFN y controles
utilizando un resonador de 7 Teslas (Bruker PharmaScan 70/16US) mediante una
secuencia T2-weigthed con 23 adquisiciones de imagenes del cerebro completo
de un grosor de 500 um y una separacion de 100 um por cada imagen. Las
adquisiciones se realizaron mediante el software Paravision 5.1. Cada imagen
adquirida fue analizada individualmente y se tomé el volumen de la corteza
cerebral tanto en jovenes como en viejos de 21 meses y 24 meses (tratados y no

tratados).

5.4 Pruebas bioquimicas

Una vez cumplidos los tres meses de tratamiento con el SFN, y después de
realizar los experimentos in vivo antes mencionados, se anestesio a los animales
con una sola dosis de pentobarbital sédico via intraperitoneal y posteriormente
fueron sacrificados por decapitacion. Por ultimo, se realizé la diseccién del cerebro
para obtener la corteza cerebral, el hipocampo, y el higado (éste ultimo como

control interno).

5.4.1 Determinacion del cociente GSH/GSSG

El cociente de glutation oxidado/ glutation reducido (GSH/GSSG) se midid
mediante cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC; Farris & Reed,

1987; Gomez-Quiroz, 2008). Se pesaron 100 mg de corteza e higado y 50 mg de
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hipocampo para ser homogenizados en 1ml de &acido perclérico/ BPDS (1mM;
Sigma, St. Louis, USA) y fueron centrifugados a 10,000 xg a 4°C por 5 minutos. Se
recuperd el sobrenadante y se diluyd en una proporcién de 1:10 en PBS. Se
inyectaron 50 yl de cada muestra en el sistema de HPLC por medio de una bomba
binaria (Waters 1525) acoplada a un detector UV/visible (Waters 2489) a 210 nm.
La fase estacionaria se realizé en una columna Eclipse XDB-C18 de 4.6 x 250 mm
y un tamafio de particula de 5 pm, usando como fase movil buffer de fosfato de
potasio (KH2PO,4) 20 Mm y acetonitrilo al 1% con un pH de 2.7 y con un flujo de
1ml/min. El area bajo la curva fue determinada mediante una curva patrén con

estandares comerciales de GSH y GSSG (10, 25, 50, 100, 200 y 400 uM).

5.4.2 Determinacion de actividad antioxidante

Se midi6 la actividad antioxidante en la corteza cerebral, hipocampo, higado de
todos los grupos mediante la determinacion de la actividad de dos enzimas
antioxidantes, superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (Cat). Para ambos casos se
homogenizaron 100 mg de corteza cerebral, 100 mg de higado o 100 mg de
hipocampo, o con solucion de extraccion de proteinas compuesta por 100 uL de
DTT 1M, 100 uL de PSMF 0.1M y 1 pastilla de mini complete (Roche) en 10 ml de
buffer T-Per (Sigma) y se centrifugaron a 5000 xg a 4°C durante 15 minutos y se

recuperaron los sobrenadantes para las pruebas que se describen a continuacion.
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5.4.2.1 Determinacion de la actividad de la Superoxido Dismutasa

La actividad de la SOD se evalu6 a través del sistema xantina/xantina oxidasa
descrito en los protocolos de Stirpe & Della Corte (1969) y Paoletti, et al., (1989),
en el cual se genera constantemente radical superoxido, que al entrar en contacto
con el nitroazul de tetrazolio (NBT) lo reduce para formar una sal de formazan que
puede ser detectada por medio de espectrofotometria. Se colocaron 25 ul de cada
muestra, 25 ul de xantina oxidasa (0.1 U en sulfato de amonio 2M,
Absorbancia<0.015), y 1.45 ml de solucion 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 minutos, tomando una lectura cada 30
segundos. Los resultados fueron expresados 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 reaccién del radical superoxido con el

NBT.

5.4.2.2 Determinacion de la actividad de |la Catalasa

La actividad de la Cat se evalu6 mediante la disminucion en la concentracion de
peréxido de hidrogeno en la celda de acuerdo al protocolo de Aebi (1984),
tomando 10 ul de cada muestra mas 1ml de solucion de H,O, y PBS 0.1M. Y
finalmente leyéndolo a una longitud de onda de 240 nm durante 3 minutos,

tomando una lectura cada 10 segundos.
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5.4.3 Determinacion de dafio a proteinas por carbonilacion

Se empled el método descrito por Mesquita (2014). Las muestras de proteinas
fueron centrifugadas a 5000 x g durante 15 minutos a 4° C. Posteriormente se
recuperaron los sobrenadantes en tubos de 1.5 ml. En una placa de 96 pozos se
agregaron 20 pL de muestra y se adicionaron 20 pL de Dinitrofenilhidrazina
(DNPH; 10 mM disuelto en H3PO4 0.5 M), y se dejo incubar la placa en oscuridad
durante10 minutos a temperatura ambiente. Al terminar el tiempo se afiadieron 10

UL de hidroxido de sodio 6 M y se incubaron durante 10 minutos mas en
oscuridad. Finalmente se leyo 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 ajusté el valor obtenido con la concentracion de proteinas en

cada muestra.

5.4.4 Andlisis estadisticos

Los datos fueron analizados mediante el software estadistico NCSS 2007. Las
muestras que cumplian con los supuestos de distribucion normal vy
homocedasticidad se realizaron pruebas de andlisis de varianza de una via
(ANOVA), mientras que para las que no cumplieron con alguno de estos dos
supuestos se realizaron pruebas de Kruskall-Wallis. Para ambos casos se empled
una p<0.05 para tomar la diferencia como significativa. Posteriormente se realiz6

la prueba post hoc de Tukey para conocer los grupos que fueron
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significativamente diferentes entre si. Para evaluar las diferencias por género se
emple6 una prueba de T para dos muestras. Una p<0.05 se consider6 como
diferencia significativa. Las graficas resultantes del andlisis de datos fueron

realizadas con el software GraphPad Prism version 7.0.

6. Resultados

6.1 Porcentaje de supervivencia

Se realiz6 una curva de supervivencia mediante las curvas de Kaplan-Mayer para
determinar el porcentaje de ratas que llegaron a la edad de 24 meses y evaluar el
porcentaje de mortalidad de nuestra poblacion de estudio. La curva se inicié desde
los 12 meses de edad, momento en el que aun se conservaba el 100% de la
muestra de ambos sexos (Fig.1) Se inicié con una muestra de 22 machos y 30
hembras de 12 meses, de los cuales s6lo alcanzaron la edad de 24 meses 3
machos y 10 hembras, es decir, hubo un porcentaje de supervivencia del 13.63%
y 33.33% respectivamente (Fig.1). El porcentaje de supervivencia de los machos
fue menor que el de las hembras, con una diferencia de alrededor de 20%, por lo
gue la muestra de machos para poder realizar los estudios siguientes se vio
gravemente disminuida, ya que soélo sobrevivieron 2 de los 5 machos que se

empezaron a tratar con SFN y 1 de los 5 que se contemplaban como control.
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Es importante mencionar que el mayor porcentaje de muerte se registré entre los
16 a los 20 meses en ambos sexos. El tratamiento con SFN no afecto la
longevidad de las ratas, ya que tanto en hembras como en machos se registraron

entre 2 y 3 muertes en los grupos control y tratados de los 21 a los 24 meses.

Curva de supervivencia
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40
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Fig.1 Se muestra el porcentaje de supervivencia de machos y hembras
posterior a los 2 meses de edad. Sélo el 13.63% de los machos y el 33.33% de
hembras alcanzaron los 24 meses de edad. Entre los 16 y 20 meses de edad se
dio la disminuciéon mads drastica en la supervivencia.

6.2 Potenciales evocados
Para conocer la velocidad de conduccion nerviosa en distintas vias sensoriales, se
realizaron los potenciales evocados visuales, auditivos, y somatosensoriales
superiores (mediales) e inferiores (tibiales) en ratas machos y hembras de 4, 21y
24 meses de edad a las que se les administré el vehiculo y de 24 meses a las que
se dio tratamiento con SFN, sin embargo, en el caso de los machos sélo se

evaluaron los datos de los grupos de 4, 21 y 24 meses con tratamiento, debido a
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gue sOlo sobrevivié un macho de 24 meses al que se le administro el vehiculo y se
empled para la realizacion de las pruebas bioguimicas. Esta técnica nos permitio
saber el tiempo en milisegundos (ms) en que el estimulo pasa por los distintos
nucleos de la via sensorial, hasta integrarse en el &area correspondiente del
cerebro. En ninguna de las ondas de la via auditiva, somatosensorial tibial, o
somatosensorial medial se registraron diferencias significativas entre el lado
izquierdo y el derecho, por lo que se unificaron los datos de ambos lados para

realizar los analisis estadisticos.

6.2.1 Potenciales evocados auditivos de tallo cerebral
Se evaluaron las ondas |, Il, lll, IV y V de la via auditiva izquierda y derecha. En el
caso de los machos (Fig 2) se observa un aumento significativo en las latencias de
las ondas II, Il 'y V de la via con un aumento del 17%, 22% y 17%
respectivamente, de las ratas de 21 meses, es decir, previo al tratamiento. En el
caso de las ratas tratadas con SFN no se encontraron diferencias significativas en
ninguna de las ondas con los grupos de 4 o 21 meses. Esto sugiere que el SFN
protegié del dafio y por ende se obtuvieron valores parecidos a las ratas de 4
meses de edad. Es importante sefialar que en las ondas | y IV no hubo diferencias
significativas entre de los grupos de 4 y 21 o 24 meses ya que ha sido reportado
gue en otras especies las latencias de todas las ondas aumentan durante el

envejecimiento (Ibafiez-Contreras, et al., 2011).
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Fig.2 Se muestran las latencias de las ondas de la via sensorial auditiva de las ratas macho
de 4, 21 y 24 meses tratadas con SFN. En las ondas Il, lll y V las latencias son
significativamente mas altas en las ratas de 21 meses de edad en comparacién con las de 4,
sin embargo, el grupo de 24 meses de edad tratado con SFN no mostrd diferencia
significativa con ninguno de los otros dos grupos. a: diferencia significativa con el grupo de
4m. ANOVA con prueba post hoc de Tukey; p<0.05.

En el caso de las hembras se observa un aumento de las latencias en las 5 ondas
de la via en los grupos de ratas viejas (21 y 24 meses tratadas y no tratadas) en
comparacion con las ratas jovenes (Fig.3). El aumento fue del 32.6%, 27.9%,
34.4%, 34% y 26.8% en las ondas I, II, lll, IV y V respectivamente, en comparacion
con las latencias de las ondas de ratas de 4 meses. Lo que involucra un aumento
de 0.38 ms en el caso de la onda I, 0.57 ms en la onda Il, 0.97 ms en la onda |,

1.24 msenlaondalV,y 1.24 ms en el caso de la onda V.

No se encontraron diferencias significativas entre las latencias de los grupos de 21

y 24 meses (tanto administradas con el vehiculo, como en las tratadas con SFN).
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El aumento en las latencias relacionado a la edad fue mayor en hembras que en
machos, ya que mientras los machos tuvieron menos del 22% de aumento en las
latencias, en las hembras se registraron aumentos de mas del 30% en las
latencias de todas las ondas. Es necesario mencionar también que los machos
tratados con SFN tuvieron una mayor dispersiéon de datos, teniendo valores

intermedios entre ambas poblaciones.
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Fig.3 Se muestran las latencias de las ondas de la via sensorial auditiva de las ratas hembra
de 4, 21 y 24 meses de edad a las que se les administré el vehiculo y 24 meses de edad con
tratamiento con SFN. En todas las ondas las latencias son significativamente mas altas en las
ratas viejas en comparacion con las de 4 meses. a: diferencia significativa con el grupo de
4m. ANOVA con prueba post hoc de Tukey; p<0.05.

A pesar de esto, al comparar las latencias de los machos contra las de las
hembras se obtuvieron diferencias significativas entre las hembras de 4 meses en
comparacion con los machos de la misma edad, mientras que en los grupos de
ratas viejas no se obtuvieron diferencias. Lo que indica que las hembras tienen
mayor dafio en las vias sensoriales con el paso del tiempo en comparacion con los
machos, y puede ser observado en los porcentajes de disminucion de la velocidad

de conduccion nerviosa.
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6.2.1 Potenciales evocados visuales
Se evaluaron las ondas N1, P1 y N2 de la via visual. En el caso de los machos se
present6 el mismo comportamiento de los datos que en las ondas de los PEATC,
por lo que se encontré diferencia significativa entre las latencias de todas las
ondas del grupo de 21 meses en comparacién con el de 4 meses, teniendo un
aumento del 18.3% en la onda N1, del 36.6% en la onda P1, y del 30.1% en la
onda N2, que se traduce en aumentos de 4.37 ms, 12.01 ms y 13.42 ms,
respectivamente. Sin embargo, el grupo tratado con SFN no fue significativamente

diferente de los grupos de 4 o0 21 meses.

A pesar de esto, cabe resaltar que los datos del grupo de 24 meses tratado con
SFN se comportan de manera diferente, presentando valores intermedios con

respecto a los otros dos grupos (Fig 4) al igual que en los PEATC.
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Fig.4 Se muestran las latencias de las ondas de la via sensorial visual de las ratas macho de
4, 21 y 24 meses con tratamiento con SFN. En todas las ondas las latencias son
significativamente mds altas en las ratas de 21 meses de edad en comparacion con las de 4
meses. a: diferencia significativa con el grupo de 4m. ANOVA con prueba post hoc de Tukey;

p<0.05.
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En el caso de las hembras se observd un aumento significativo en las latencias de
todas las ondas del grupo de 24 meses en comparacion con el de 4 meses
teniendo un aumento del 21.5%, 13.4% y del 8.2% respectivamente. En las ondas
N1y P1 del grupo de 21 meses también se registr6 un aumento significativo del
19.1%, es decir, de 8.32 ms. Sin embargo las latencias de las ratas de 24 meses
tratadas con SFN no tuvieron diferencias significativas con ningun grupo, ni
siquiera con las ratas de 4 meses de edad (Fig 5), lo que puede ser un indicativo

del efecto protector del SFN.

En esta via sensorial los machos fueron los que tuvieron porcentajes de aumento
de latencias mas grandes que las hembras, teniendo latencias hasta un 36.6%
mayores en comparacion con las jévenes, mientras que las hembras tuvieron un

aumento maximo del 21.5%.
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Fig.5 Se muestran las latencias de las ondas de la via sensorial visual de las ratas hembras de
4, 21 y 24 meses con vehiculo y 24 meses con tratamiento con SFN. En todas las ondas las
latencias son significativamente mas altas en las ratas de 24 meses en comparacién con las
de 4 meses y en las ondas N1y P1 del grupo de 21 meses. El grupo de 24 meses tratado con
SFN no presentd diferencias significativas con ningln grupo. a: diferencia significativa con el
grupo de 4m. ANOVA con prueba post hoc de Tukey; p<0.05.
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Sin embargo, al comparar las latencias de las ondas de las ratas hembras contra
las de los machos se encontrd que en las ratas hembra de 4 meses las latencias
de la onda N1 es menor que en los machos. En el caso de las hembras de 21
meses las latencias de las ondas P1 y N2 son menores que en las de los machos,
pero en los grupos de 24 meses de edad no hubo diferencias significativas entre

machos y hembras.

6.2.1 Potenciales evocados somatosensoriales mediales
Se evaluaron las ondas P1 y N1 de la corteza somatosensorial y de la derivacion

C7 de la médula espinal. En los machos se observaron aumentos significativos en
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Fig.6 Se muestran las latencias de las ondas de la via somatosensorial medial de las ratas
macho de 4, 21 y 24 meses con tratamiento con SFN. En todas las ondas las latencias son
significativamente mas altas en las ratas de 24 meses en comparacién con las de 4 meses. El
grupo de 24 meses tratado con SFN fue significativamente menor en la onda Cx N1 en
comparacién con el grupo de 21 meses. a: diferencia significativa con el grupo de 4m. b:
diferencia significativa con el grupo de 21 meses. ANOVA con prueba post hoc de Tukey;

p<0.05.

las latencias de todas las ondas entre los grupos de 4 y 21 meses de edad con
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aumentos del 69.5% y 38.68% respectivamente en las ondas P1 y N1 de Cx, y de
un 44.9% y un 51.9% respectivamente en la onda P1 y N1 de C7. Sin embargo,
con el tratamiento con SFN no se encontraron diferencias significativas con
ninguno de los grupos, con excepcion de la onda P1 de corteza, en la que la

latencia fue significativamente menor que en el grupo de 21 meses (Fig 6).

En el caso de las hembras, se registr6 un aumento significativo en las latencias de
todas las ondas en los grupos de 21 y 24 meses de edad a los que se les
administré el vehiculo y 24 meses de edad con tratamiento aumentando en
111.6% y 118.8% en las ondas P1 y N1 de Cx, y en 81.6% y 103.7% en P1 y N1
de C7, que se traduce en un aumento de 10.72 ms, 17.91 ms, 4.77 ms, y 10.52

ms, respectivamente. El tratamiento con SFN aparentemente no tuvo efecto sobre
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Fig.7 Se muestran las latencias de las ondas de la via somatosensorial medial de las ratas
hembra de 4, 21 y 24 meses vehiculo y con tratamiento con SFN. En todas las ondas las
latencias son significativamente mas altas en las ratas de 21, 24 meses vehiculo y tratados
con SFN en comparacién con las de 4 meses. a: diferencia significativa con el grupo de 4m.
ANOVA con prueba post hoc de Tukey; p<0.05.
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las latencias del grupo de 24 meses (Fig 7). En esta via sensorial las hembras se
vieron mayormente afectadas por la edad, ya que el aumento en las latencias fue
de més del 100% en 3 de las 4 ondas evaluadas, mientras que los machos

tuvieron un aumento maximo del 69.5%.

Cuando se comparan las latencias de los machos contra las de las hembras
puede observarse que en las ratas hembras de 4 meses de edad son menores
con comparacion con los machos de la misma edad, pero con el paso del tiempo
se pierde esta diferencia, nuevamente debido a que las hembras tienen un mayor

dafio en la via en comparacion con los machos.

6.2.1 Potenciales evocados somatosensoriales tibiales
Se evaluaron las ondas P1 y N1 de la corteza somatosensorial y de la derivacion
L4 de la médula espinal. En el caso de los machos se notd un aumento
significativo en las latencias de todas las ondas en las ratas de 21 meses con
respecto a las de 4 y 24 meses tratadas con SFN con aumentos del 64.4% y 77%
en las ondas P1y N1 de Cx, y 69.7% y 74.5% en las ondas P1 y N1 de L4, que se
traducen en 10.3 ms, 18.36 ms, 6.05 ms y 11.19 ms respectivamente. De manera
interesante, en esta via el tratamiento con SFN redujo las latencias en las ondas
CxP1, CxN1 y L4N1 en comparacion con el grupo de 24 meses de edad. Aunque
en la L4P1 no hubo diferencia significativa entre el grupo de 21 meses (Fig. 8). En
el caso de las hembras se observo un aumento significativo en las latencias de los
grupos de ratas viejas de 21 y 24 meses a los que se les administr6 el vehiculo y
en las de 24 meses de edad tratadas con SFN en comparacién con las ratas de 4
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meses del 80.3% y 89.1% en las ondas P1 y N1 de Cx, y 56.3% y 52.6% en las
ondas P1 y N1 de L4, que sugieren un aumento de 22.84 ms, 37.81 ms, 12.13 ms
y 20.66 ms, respectivamente. El tratamiento con SFN durante tres meses parece

no tener efecto sobre la velocidad de conduccidon nerviosa de las ratas hembra de

24 meses.
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Fig.8 Se muestran las latencias de las ondas de la via somatosensorial medial de las ratas
macho de 4, 21 y 24 meses de edad con tratamiento con SFN. En todas las ondas las
latencias son significativamente mas altas en las ratas de 21 meses de edad en comparacién
con las de 4 meses. Sin embargo, en las ondas P1 y N1 de Cx el tratamiento con SFN
disminuyé significativamente las latencias. a: diferencia significativa con el grupo de 4m. b:
diferencia significativa con el grupo de 21 meses. c: diferencia significativa con el grupo de
24 meses tratados con SFN. ANOVA con prueba post hoc de Tukey; p<0.05.

En este caso las hembras también tuvieron un mayor aumento de las latencias en
todas sus ondas en comparacion con los machos, ya que tuvieron aumentos de
hasta un 89.1%, mientras que en los machos el méximo fue del 77% que en ms se

traducen en 37.81 y 18.36 respectivamente, siendo practicamente del doble de

tiempo (Fig.9).
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De los potenciales evocados realizados en las distintas vias sensoriales se puede
notar que mientras mas larga sea la via, mejor se pueden apreciar los efectos
tanto de la desmielinizacion, que se relaciona directamente con la disminucion de
la velocidad de conduccién nerviosa, como de los efectos del SFN, por lo que en
las vias somatosensoriales que son de varios centimetros de distancia se ven los
cambios mas drasticos en cuanto al aumento en las latencias, ya que las areas

mielinizadas que pueden ser potencialmente dafadas durante el envejecimiento
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Fig.9 Se muestran las latencias de las ondas de la via somatosensorial tibial de las ratas
macho de 4, 21 y 24 meses vehiculo y con tratamiento con SFN. En todas las ondas las
latencias son significativamente mas altas en las ratas de 21 y 24 meses tratados con SFN en
comparacién con las de 4 meses. a: diferencia significativa con el grupo de 4m. ANOVA con

prueba post hoc de Tukey; p<0.05.
son mayores. Por otro lado, es curioso observar que en 3 de las 4 vias evaluadas
(auditiva, somatosensorial medial y somatosensorial tibial), las hembras resultaron
tener un mayor aumento en las latencias de la mayoria de las ondas, ademas que
el tratamiento con SFN practicamente no tuvo efecto sobre las latencias de las

ondas evaluadas, mientras que en los machos, que tuvieron porcentajes de
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aumento de latencias menores en comparaciéon con las hembras el SFN tuvo
efecto sobre algunas de las ondas, especialmente sobre las de la vias

somatosensoriales.

En este caso, al comparar las latencias de machos contra hembras se pudo
observar el mismo comportamiento reportado en los PESSM, en el que las
hembras de 4 meses presentaron latencias mas cortas que los machos de la
misma edad, pero con la edad se perdieron las diferencias, lo que indica que las

hembras también tienen mayor dafio en esta via a comparacion de los machos.

6.3 Medicion de volumen de estructuras cerebrales por resonancia

magnética

Se determiné el volumen de la corteza cerebral y del hipocampo, ya que son dos
de las estructuras que mas se dafian durante el envejecimiento y que se ha
reportado pérdida tanto de su funcion, como de la integridad en su estructura

(Salat, et al., 2004; Driscoll, et al., 2003).

Para este ensayo sélo se tomaron en cuenta a las hembras de 4, 21 y 24 meses
de edad sin tratamiento y a las de 24 meses de edad con tratamiento con SFN

(Fig. 10 A-D, respectivamente) debido a que las ratas macho son mas grandes

que las hembras, por lo que no cabian en la bobina del resonador para su

escaneo.
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Fig.10 Imagenes representativas de imagenes por resonancia magnética de cerebros de
ratas hembra a la altura del hipocampo (hc) y en donde se aprecia la corteza cerebral (Cx).
A: Cerebro de rata de 4 meses de edad; B: Cerebro de rata de 21 meses de edad; C: Cerebro
de rata de 24 meses de edad a la que se le administré el vehiculo; D: Cerebro de rata de 24
mesesde edad a la que se le administrd SFN.

No se encontraron diferencias significativas en el volumen del hipocampo en
ninguno de los grupos (Fig. 11B). Por otra parte, en la corteza se encontré una
disminucién del 14.62% del volumen total en los grupos de ratas viejas en
comparaciéon con el grupo de 4 meses (Fig. 11A), lo que concuerda con lo
reportado en otros estudios con resonancia magnética (Salat, et al., 2004) en otros
estudios con resonancia magnética. Es importante mencionar que el tratamiento
con SFN no provoco cambios significativos en el volumen cortical en comparacién
con el grupo de 21 meses de edad ni con el de 24 meses al que se le administré el

vehiculo.
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Fig. 11 Volumen (mm?®) de hipocampo y corteza cerebral de ratas de 4, 21 y 24 meses de
edad (a las que se les administrd el vehiculo o SFN). A) No se encontraron diferencias
significativas en el volumen del hipocampo de ninguno de los grupos. B) En la corteza
cerebral se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos de ratas viejas en
comparacién con el de 4 meses. a: diferencia significativa con el grupo de 4m. ANOVA con
prueba post hoc de Tukey; p<0.05.

6.4 Pruebas Bioquimicas

Para las pruebas bioquimicas que se presentaran a continuacion, no se pueden
realizar comparaciones viables para los machos, debido a que en el grupo de 24
meses al que se le administrd el vehiculo so6lo sobrevivié un individuo, por lo que
las gréaficas presentadas no cuentan con barras de deviacion estandar, y al no ser
un dato representativo, no se agregaron marcas para diferencias significativas

entre grupos.
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6.4.1 Determinacion del estado redox

Se evalud el estado redox del cerebro en la corteza, el hipocampo. Usando al
higado como un 6rgano de referencia, ya que se sabe que tiene defensas muy
eficientes ante el estrés oxidante (Casas-Grajales & Muriel, 2015). Se evaluo el
cociente de GSH/GSSG como indicador del estado redox. En el caso de los
machos se evalué en ratas de 4 y 24 meses de edad a las que se administr6 el
vehiculo y de 24 meses a quienes se les administr6 SFN. No se tienen los datos
de las ratas de 21 meses, puesto que esas ratas no se sacrificaron, sino que

fueron a las que se les dio tratamiento desde los 21 a los 24 meses.

En los machos no se encontraron diferencias significativas en la corteza,
hipocampo o higado de los grupos de ratas de 4 meses de edad y de 24 meses
tratadas con SFN, (Fig.11). En las hembras no se encontraron diferencias
significativas entre grupos en la corteza, hipocampo ni el higado. De hecho, la
dispersion en los datos fue mayor que la encontrada en los machos, lo que hace a
la muestra muy heterogénea, Sin embargo, es interesante observar que en el
hipocampo, el estado redox se encuentra menos oxidado que el higado o la

corteza (Fig.11).

Cabe mencionar que la dispersion de datos fue mayor en las hembras que en los
machos, y la variabilidad de los datos dentro de cada grupo fue mayor que la que
se presentd en los machos, pero al comparar entre géneros no se encontré

diferencia alguna en corteza, hipocampo o higado.
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Fig.11 Se muestran los cocientes de GSH/GSSG en corteza, hipocampo, higado y plasma de
ratas hembras y machos de 4 meses, 24 meses de edad a quienes se les administré el
vehiculo y 24 meses de edad administrados con SFN. No se encontraron diferencias
significativas entre grupos en el hipocampo, la corteza o el higado. Se encontré una mayor
dispersion de datos en hembras en comparacion con los machos. ANOVA con prueba post
hoc de Tukey; p<0.05.

6.4.2 Dafio a proteinas por carbonilacion

Se evalud la concentracion de proteinas carboniladas tanto en corteza como en
hipocampo de ratas de 24 meses de edad tratadas y no tratadas para evaluar el
dafo por estrés oxidante. Cabe mencionar que el valor del macho control de 24
meses de edad es similar a los obtenidos en los tratados con SFN (Fig.12). Se
deberan hacer estudios con una n mas grande para poder determinar si existen o
no diferencias significativas entre estos grupos. No parece existir diferencia en el
dafio provocado por el estrés oxidante, lo cual coincide con lo obtenido en el
cociente de GSH/GSSG. De cualquier forma se necesita aumentar la n de machos

de 24 meses de edad sin tratamiento para tener resultados fiables.
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En el caso de las hembras tampoco se encontraron diferencias significativas en la
corteza entre las tratadas con SFN y las no tratadas, pero en el hipocampo se
puede observar una menor concentracion de proteinas carboniladas en las
hembras con tratamiento en comparacién con las control, lo que puede ser

traducido como un menor dafio a proteinas debido al estrés oxidante (Fig.12).

En este caso no se encontraron diferencias entre la carbonilacién de proteinas de

hembras y machos tratados con SFN.

Carbonilacion de proteinas

Il Machos 24 meses (Veh)
I Machos 24 meses (SFN)
El Hembras 24 meses (Veh)
Hembras 24 meses (SFN)

ARRHEMARAN g

ng de proteinas carboniladas /g de proteina

Fig.12 Se muestran los ng de proteinas carboniladas/ug de proteina de machos y hembras
de 24 meses de edad tratadas y no tratadas con SFN. No se encontraron diferencias
significativas en la concentracion de proteinas carboniladas en corteza, sin embargo si hubo
disminucion de éstas en el hipocampo de las ratas tratadas con SFN. a: Diferencia
significativa con el grupo de 24 meses (vehiculo). Prueba de T para dos muestras; p<0.05.
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6.4.3 Actividad enzimatica antioxidante de la superoxido dismutasa

Se evaluo la actividad enzimatica antioxidante de la superoxido dismutasa (SOD).
Los machos tratados con SFN presentaron una mayor actividad de SOD en
corteza e higado en comparacion con el grupo de 4 meses. Sin embargo, en el
hipocampo se tuvo una menor actividad de SOD de los machos tratados con SFN

comparada con la de los machos de 4 meses (Fig.13).

Las hembras no presentaron diferencias significativas entre grupos en corteza,
hipocampo, ni higado (Fig. 13). La dispersion de los datos fue mayor en el
hipocampo en los 3 grupos evaluados. También puede observarse que en este
caso la actividad de SOD fue mayor en el hipocampo en comparacion con los

demas 6rganos.
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Fig.13 Se muestra la actividad de SOD en ratas machos y hembras de 4 meses, 24 meses
tratadas y no tratadas con SFN. En la corteza, el hipocampo y el higado de los machos se
encontraron diferencias significativas en la actividad de SOD, pero no en las hembras. a:
diferencia significativa con el grupo de 4m. *: diferencia significativa con el otro género.
ANOVA con prueba post hoc de Tukey; p<0.05.
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Ademads, al comparar la actividad de SOD de machos y hembras se observé que
es mayor en hembras de 4 meses con respecto a machos de la misma edad, y se
mantiene constante durante el envejecimiento, mientras que en los machos parece

aumentar con la edad.

6.4.4 Actividad enzimaéatica antioxidante de la catalasa

Se evalud la actividad enzimética antioxidante de la catalasa. Los machos no
tuvieron diferencias significativas en la actividad de esta enzima en la corteza o el
hipocampo, sin embargo, se observé un aumento en el higado de los machos de

24 meses de edad tratados durante tres meses con SFN (Fig.13). En el
hipocampo e higado el macho de 24 meses a quien se le administré el vehiculo
fueron menores que en los tratados, mientras que en la corteza se obtuvo un
valor mayor. Las hembras de 24 meses de edad tratadas con SFN no presentaron
diferencias significativas en la corteza, hipocampo o higado, con respecto al grupo
de 4 o de 24 meses. En cambio, en el plasma se noté un aumento significativo de
la actividad de Cat en los grupos de ratas de 24 meses de edad tratadas y no

tratadas con SFN en comparacion con el grupo de 4 meses (Fig.13).

En este caso no se encontraron diferencias significativas en la actividad de Cat en
el cerebro de machos y hembras, pero si en el higado, en donde la actividad de
Cat de las hembras parece mantenerse constante con la edad, mientras que la de
los machos parece incrementar durante el envejecimiento, al igual que en la

actividad de SOD.
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Fig.11 Se muestra la actividad de la catalasa en ratas machos y hembras de 4 meses, 24
meses tratadas y no tratadas con SFN. En la corteza y el hipocampo no se encontraron
diferencias significativas en la actividad de Cat en ninguno de los dos géneros. Pero en el
higado de los machos se encontré mayor actividad de Cat en comparacion con el grupo de 4
meses. También se encontraron diferencias entre la actividad de Cat en el higado de
machos y hembras a: diferencia significativa con el grupo de 4m. *: diferencia significativa
con el otro género. ANOVA con prueba post hoc de Tukey; p<0.05.

7. Discusion

La diferencia en la esperanza de vida entre machos y hembras ha sido evaluada
desde hace varias décadas. Suter et al. (1979) en un extenso estudio concluyo
gue las ratas mantenidas en condiciones de laboratorio tienen una esperanza de
vida promedio de 2 afios, en donde los machos viven 711+5.8 dias (23.3 meses
aproximadamente) y las hembras 7658 dias (25.15 meses aproximadamente)
siendo mas longevas con una diferencia de aproximadamente 50 dias y con un
porcentaje de supervivencia 10% mayor que los machos. Durante este estudio la
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diferencia entre el porcentaje de supervivencia fue de alrededor del 20% mas a
favor de las hembras. Este patrén esta conservado en diversas especies de
mamiferos, en los que las hembras parecen vivir mas que los machos, esto en
parte puede deberse a la presencia de hormonas como el estrégeno, al que se le
han adjudicado caracteristicas antioxidantes (Stice, et al., 2009) e incluso
antiinflamatorias a nivel de sistema nervioso central (Benedusi, et al., 2012)
confiriendo una ventaja a las hembras con respecto a los machos en cuanto a la
disminucién del dafio producido por el aumento en el estrés oxidante y de la
inflamacion crénica de bajo grado, que son dos de las caracteristicas principales

durante el envejecimiento.

Aparentemente, el SFN no ejerce ningun efecto sobre la longevidad de los
animales tratados, ya sean machos o hembras. Esto podria explicarse debido a la
edad en la que comenzaron a tratarse, ya que la administracion de SFN comenzé
a los 21 meses de edad, y se mantuvo durante los ultimos tres meses de vida de
los animales, por lo que el dafio acumulado a lo largo de la vida probablemente ya
estuviera en un grado avanzado, por lo que el posible efecto protector del SFN
podria verse abolido por esta razon. El objetivo de administrar el SFN en animales
viejos era determinar si existia alguna mejora en la velocidad de conduccion
nerviosa de los animales mediante la induccidon de respuestas de proteccién, pero
los resultados sugieren que la administracién deberia de comenzar antes, cuando

el dafio aun pueda ser reparable mediante las vias activadas del SFN.

Esta misma consideracion podria ser vélida para los resultados obtenidos en la

medicion del volumen de la corteza cerebral y del hipocampo, ya que la
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disminucién del volumen cerebral comienza aproximadamente a los 12 meses de
edad (Driscoll, et al., 2006), lo que sugiere que el tratamiento con algun inductor
de respuestas de proteccion, como lo es el SFN, no podria actuar a edades tan
avanzadas debido a que el dafio por estrés oxidante acumulado durante la vejez
no puede ser reparado en etapas tan tardias por medio de la activacion de vias de

proteccion celular como las que activa el SFN.

Para el hipocampo no se encontraron diferencias significativas entre jovenes y
viejos aunque existen otros estudios en donde se utilizan imagenes por resonancia
magnética en esta misma estructura y reportan una reduccion significativa del
volumen total del hipocampo (Driscoll, et al., 2006), sin embargo emplean un
resonador de 9.4T, que les permite tener mayor resolucion en las imagenes, ya

gue las diferencias que encontraron entre los jévenes y los viejos fueron minimas.

A pesar de esto, se esperaba que el tratamiento con SFN pudiese activar
respuestas intracelulares de proteccion, especialmente mediante la via de Nrf2 y
asi promover cambios en el estado redox celular que pudieran revertir el estado
preferentemente oxidado caracteristico del envejecimiento. De manera
interesante, no se registré ningin cambio en el estado redox en machos ni en
hembras, ni siquiera entre los grupos de ratas jévenes en comparacion con viejas.
Esto podria deberse a la dispersion de los datos, ya que se presentaron
desviaciones estandar altas en la mayoria de los grupos, sin embargo, en los
machos tratados (n=2) y no tratados (n=1) los grupos eran muy pequefos, por lo
gue se necesita un estudio mas extenso con mas sujetos por grupo para poder

confirmar esto.
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Al comparar el dafio por carbonilacion de proteinas pudo observarse que el
tratamiento con SFN reduce la cantidad de proteinas carboniladas en el
hipocampo de las hembras de 24 meses de edad tratadas con SFN durante tres
meses en comparacion con las de 24 meses a quienes se les administro
solamente el vehiculo, lo cual no ocurrié en la corteza. Muchos isotiocianatos han
demostrado suprimir tanto la carbonilacion de proteinas, como la lipoperoxidacion,
producto del estrés oxidante por via de Nrf2 (Shimoda, et al., 2018) Sin embargo,
existen reportes en los que se ha estudiado la disminucion en la transcripcion de
genes regulados por Nrf2 debido a la disminucion en la concentracion de Nrf2
nuclear (Suh, et al., 2004). Ademas, se ha evaluado una marcada reduccion en la
expresion de Nrf2 nuclear y total durante el envejecimiento (Duan, et al., 2009). Lo
gue sugiere una respuesta de por qué el SFN no tuvo efecto en los animales de 24
meses de edad, ya que como se explicé anteriormente, el SFN actia mediante la

via de Nrf2.

En cuanto a la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y Cat, ambas
presentaron un patron similar, en el que la actividad de éstas parecia incrementar
con la edad en los machos, pero en las hembras se mantuvo constante, lo que
corresponde con estudios realizados en células de la sangre (Saraymen, et al.,
2003), en donde se demuestra que la actividad de estas enzimas es dependiente
tanto de la edad, como del género, lo que corresponde con lo reportado por
Soboc&anec et al. (2003), quien sugiere que esto podria deberse a la diferencia en
la concentracion de hormonas esteroides, asi como la diferencia en la respuesta

ante el estrés dada por la activacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal. Los
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datos obtenidos sugieren una mayor activaciéon de SOD en la corteza cerebral de
los machos tratados con SFN, lo que corresponde con un menor porcentaje de
disminucién de la velocidad de conduccién nerviosa, sin embargo no es suficiente
para explicar la proteccion otorgada sobre la velocidad de conduccion nerviosa
mostrada. En las hembras no se identificaron cambios significativos en la actividad
de ninguna de las dos enzimas antioxidantes evaluadas en las ratas viejas con o
sin tratamiento, lo que también puede relacionarse con un aumento mas notorio

sobre las latencias de los potenciales evocados.

Es importante mencionar que la administracion de SFN si produjo un efecto sobre
la velocidad de conduccion nerviosa en los potenciales evocados de los machos,
siendo mas notorio en las vias somatosensoriales, tanto mediales como tibiales,
ya que al ser vias mas largas pueden identificarse cambios mas drasticos sobre la
velocidad de conduccién debido a la longitud de las vias mielinizadas que pueden
ser potencialmente dafiadas durante el envejecimiento, aunque es necesario
aumentar los grupos para confirmar esta hipotesis ya que en los machos soélo se
conté con una n=2 en caso de los tratados y n=1 en el de los no tratados.
Interesantemente, el SFN no incremento la actividad de las enzimas antioxidantes,
ni el cociente GSH/GSSG, lo que indica que la proteccion brindada por el SFN no
fue por medio de la modulacién del estrés oxidante. Esto es similar a lo obtenido
con el tBHQ en el estudio de Silva-Palacios, et al. (2017), en donde se demostro
gue la administracion de un inductor de la respuesta antioxidante por medio de la
via de Nrf2 brindo proteccién ante la muerte neuronal ante la agresion con un

neurotoxico, pero no indujo la transcripcion de enzimas antioxidantes en animales
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viejos, ni aumentd la concentracion de Nrf2 o su importacién al nacleo, por lo que
se sugiri6 que la proteccion brindada por el inductor de las respuestas de
proteccion celular no era por medio de la via de Nrf2. Debido a esto es importante
realizar estudios a edades mas tempranas en las que el organismo adn tenga la
capacidad de reaccionar a la induccién de las respuestas de proteccion celular,
ademas de estudiar vias alternas activadas por el SFN para poder dilucidar el
efecto protector que se encontré en la velocidad de conduccion nerviosa de los
machos de 24 meses de edad tratados, y en la disminucion de la concentracion de
proteinas carboniladas en las hembras de 24 meses de edad tratadas, ya que

parece tener efectos diferenciales dependientes del sexo.

8. Conclusién

El tratamiento con SFN por tres meses a ratas viejas machos provee proteccion a
los machos en la velocidad de conduccién nerviosa en las vias auditiva y
somatosensoriales. En las hembras el tratamiento con SFN redujo la
concentracion de proteinas carboniladas en el hipocampo. Esto sugiere que el
efecto del SFN es dependiente del sexo. Sin embargo, tanto en machos como en
hembras el tratamiento con SFN no tuvo efecto sobre el estado redox o la
actividad de las enzimas antioxidantes, sugiriendo que la proteccién brindada no

se da por la modulacién del estado redox.
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9. Perspectivas

1) Administrar SFN a edades mas tempranas para eliminar la variable del
dafio previamente producido por la edad avanzada.

2) Realizar un estudio longitudinal, siguiendo a los animales a lo largo del
tiempo para identificar cambios a nivel individual para obtener datos mas
robustos.

3) Determinar la via por la cual el SFN protege a las vias sensoriales durante
el envejecimiento.

4) Realizar histologia de animales envejecidos para medir los cambios
efectuados durante el envejecimiento y el tratamiento con SFN.

5) Determinar el efecto del SFN sobre estado inflamatorio del cerebro.
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