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RESUMEN

Actualmente la esperanza de vida estd aumentando a nivel mundial, por lo que mantener
una buena calidad de vida y retrasar el declive, tanto cognitivo como motor, asociado al
envejecimiento resulta de gran interés para la sociedad actual. La literatura cientifica proporciona
evidencias a favor de los beneficios preventivos y terapéuticos de los polifenoles, al mismo tiempo
qgue el interés publico también se expande. Los cambios asociados con la edad en un individuo son
complejos y se producen en multiples niveles del organismo. Las investigaciones que se han llevado a
cabo muestran la capacidad dinamica de los polifenoles para proteger contra los desérdenes
asociados a la edad a través de una variedad importante de mecanismos. Numerosas evidencias
sugieren que una dieta rica en polifenoles tiene la capacidad de mitigar el dafio celular asociado a la
edad inducido por la produccion de radicales libres de oxigeno (ROS). Dado que la teoria del estrés
oxidativo es actualmente la mas aceptada para explicar el proceso del envejecimiento, estos
resultados son muy importantes para centrar futuras investigaciones en el papel de los polifenoles
como antioxidantes. En el presente trabajo se ha estudiado el efecto del tratamiento crénico con dos
polifenoles ((+)-catechin y poliphenon60) sobre las capacidades cognitivas y motoras. Se ha
observado que estos compuestos han mejorado las capacidades cognitivas y la coordinacién motora
de ratas viejas medidas a través de diversas pruebas comportamentales, frenando o retrasando los
efectos negativos asociados a la edad. Estos resultados muestran una correlacion con resultados de
otros investigadores que han puesto de manifiesto que el extracto de té verde protege a la
formacién hipocampal frente a la oxidacion asociada a la edad, regién cerebral implicada en los
procesos de memoria y aprendizaje.

SUMMARY

Currently life expectancy is increasing worldwide, so maintaining a good quality of life and
slowing the motor and cognitive decline associated with aging is of great interest to society. The
scientific literature provides evidence for preventive and therapeutic benefits of polyphenols, while
the public interest also increase. Changes associated with age are complex and occur at multiple
levels in the body. Investigations show the dynamic capacity of polyphenols to protect against age-
related disorders through a variety of mechanisms. Evidences suggest that a diet rich in polyphenols
have the ability to mitigate the cellular damage associated with age -induced production of oxygen
free radicals (ROS). Since oxidative stress theory is the most widely accepted to explain the process
of aging, these results are very important to focus future research on the role of polyphenols as
antioxidants. In this work we have studied the effect of chronic treatment with two different
polyphenols ((+)- catechin and poliphenon60) on cognitive and motor skills. It has been observed that
these compounds have improved the cognitive abilities and motor coordination of aged rats
measured by different behavioral tests, retarding or delaying the negative effects associated with
aging. These results show a good correlation with results from other investigators who have shown
that the green tea extract protects the hippocampal formation (a brain region involved in memory
and learning processes) against age-related oxidation.
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INTRODUCCION

1. ENVEJECIMIENTO EN LA POBLACION

Durante el ultimo siglo, el avance en los tratamientos contra las enfermedades ha ayudado a
mejorar la calidad de vida y aumentar la longevidad significativamente. Por otro lado, el declive
cognitivo se ha convertido en una de las principales amenazas contra la salud en edad avanzada
(Bishop et al., 2010). Se trata de una de las principales manifestaciones de los cambios producidos en
las funciones neuronales con la edad, aun en ausencia de enfermedades neurodegenerativas
(Devasagayam et al., 2004). Actualmente, las personas con 85 afios 0 mas presentan una tasa de
demencia (en la mayoria de casos en la forma de Alzheimer) cercana al 50% (Hebert et al., 2003).

El envejecimiento de la poblacién implica una importante presién sobre los sistemas de
proteccion social y sanitaria, sobre todo si un porcentaje elevado de poblacién mayor presenta algin
tipo de dependencia porque realmente las personas dependientes generan un coste social y humano
grande. En este sentido, en la actualidad uno de los temas sociales mas relevantes es el futuro de las
pensiones y el sostenimiento de nuestro sistema de bienestar. El previsible contexto demografico de
las préximas décadas implicara un profundo cambio en la orientacidn de las politicas publicas, tanto
por razones de eficacia econémica como de equidad social (Truchado et al., 2012).

Las siguientes graficas representan este aumento en la esperanza de vida, tanto en Espaina
como a nivel mundial.
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Figura 1. Poblacion mayor de 65 afios en paises desarrollados y en vias de desarrollo, 2010-2050 (millones y porcentaje). Se
trata de una proyeccion. Fuente: United Nations: World Population Prospects.
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Figura 2. Evolucion de la poblacion mayor en Espafia, 1900-2049. Hasta el afio 2011 los datos son reales y el resto son
proyecciones. Fuente: INEBASE. Cifras de poblacidn.

2. TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO: TEORIA DEL ESTRES OXIDATIVO

No hay una definicién universalmente aceptada para explicar el proceso de envejecimiento.
Harman postuld que el envejecimiento es el resultado de la acumulaciéon de cambios en el cuerpo,
gue ocurre con el paso del tiempo y provoca un incremento en la probabilidad de sufrir una
enfermedad y morir (Harman, 1956). En general, se define como un proceso universal, intrinseco,
progresivo y deletéreo.

El envejecimiento disminuye la capacidad de mantener el medio interno frente a cambios
externos. Ademads, provoca la disminucidn de una serie de capacidades: vision, audicién, memoria,
coordinaciéon motora, y otras funciones neurolégicas de importancia fisiolégica (Vifia et al., 2007).
Por lo tanto, estd acompafiado de cambios estructurales y neurofisioldgicos en el cerebro, asi como
diferentes niveles de declive cognitivo. Entender la base de este declive resulta critico para la
sociedad actual y futura. Afortunadamente, en los ultimos 15 afios ha aumentado nuestro
conocimiento sobre los mecanismos basicos moleculares de este proceso (Bishop et al., 2010).

Se han postulado mas de 300 teorias para intentar explicar este proceso y la teoria del estrés
oxidativo es una de las mas destacadas y mejor estudiadas (conocida también como teoria de los
radicales libres). Esta teoria, propuesta por primera vez por Harman (1952), postula que los radicales
libres producidos durante la respiracion aerdbica son los responsables del dafio oxidativo acumulado
en proteinas, lipidos y ADN (Mandavilli et al, 2002; Viia et al, 2007).

Cada célula presenta mecanismos de proteccion frente a los efectos perjudiciales de los
radicales libres (Devasagayam et al., 2004). Sin embargo, con el envejecimiento, la eficiencia de los
sistemas de defensa antioxidantes disminuye, asi como la habilidad de eliminar las especies reactivas
de oxigeno y radicales libres (Lee et al., 2004). Por lo tanto, el sistema antioxidante es incapaz de
hacer frente a todos estos radicales (principalmente superéxido, O,, y radical hidroxilo, OH:) que se
generan continuamente durante la vida de la célula (Socci et al, 1995).




El ADN probablemente sea la molécula diana del estrés oxidativo asociado a la edad y se ha
comprobado que el ADN mitocondrial (ADNmt) se oxida mucho mas con la edad que el ADN nuclear
(Richter et al, 1988). El dafio en el ADN mitocondrial, si no se repara, conduce a la alteracion de la
cadena de transporte de electrones y la consecuente produccion de mas ROS (Reactive Oxygen
Species). Este ciclo vicioso de produccién de ROS y dafio del ADNmt, en ultima instancia, lleva a la
pérdida de energia en la célula y apoptosis. Por lo tanto, se ha comprobado que el dafio oxidativo del
ADNm estd implicado en varias enfermedades neurodegenerativas, cancer y envejecimiento
(Mandavilli et al, 2002).

El cerebro es un érgano particularmente vulnerable al estrés oxidativo (figura 3). Esto se
debe a que presenta una elevada tasa de actividad (requiere aproximadamente el 20% del total de
oxigeno usado en seres humanos) pero, en proporcién, no tiene mds antioxidantes que otros
drganos. Ademas, contiene grandes cantidades de acidos grasos poliinsaturados, que son altamente
susceptibles a la peroxidacién, y Fe y ascorbato, los cuales son importantes para la peroxidacién
lipidica (Floyd y Hensley, 2002; Mariani et al., 2005).

Oxidative Damage Potential Antioxidant Capacity
-High use of oxygen and glucose l -Catalase ¢
causing ROS production

-S0D, GSH Px

%

-Enriched in peroxidizable fatty
acids (22:6; 20:4)

-Areas enriched in Fe -¢¢-Tacopherol, Uric Acid
ascorbate/Fe pro-oxidant v

-GSH, Ascorbate ?

. «O- Proteins Oxidized Proteins
['5%2}11 ES‘CE} 2 Lipids Lipid Peroxides, HNE
NO. ONO-. —> Nucleic Acids —®  Strand Breaks, 8-OHdG
) 2 Metabolites Oxidized bases, etc.
Oxidant Species Cellular Targets Oxidation Products

* Human brain has 10-20% of liver and heart
**Human brain has 1.1 mM, Plasma 62 .4 uM

Figura 3. Riesgo de dafio oxidativo en el cerebro. Fuente: Floyd y Hensley, 2002.

Esta teoria sugiere una intervencion terapéutica: la administracion de antioxidantes, los
cuales podrian retrasar el dafio asociado a la edad (Vifia et al., 2007). Si las especies reactivas de
oxigeno son la principal causa de los procesos de envejecimiento, los antioxidantes pueden reducir
sus niveles, ralentizando los procesos de envejecimiento y aumentando la calidad de vida (Lee et al.,
2004).

3. ANTIOXIDANTES COMO TERAPIA

Un antioxidante se define como “cualquier sustancia que retrasa, previene o elimina el dafio
oxidativo de una molécula diana”. Los antioxidantes pueden ser moléculas complejas, como las
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superéxido dismutasas, catalasas y peroxiredoxinas, o simples como el acido urico o el glutation.
Actlan en las reacciones de oxidacién entre una molécula y un agente oxidante, removiendo los
radicales libres antes de que puedan comenzar la cadena de reacciones que dafia las células.
Ademas, son capaces de inhibir otras reacciones de oxidacién oxidandose ellos mismos. En cualquier
caso, su actividad depende de su estructura y un punto critico es la interaccidn entre varios
antioxidantes en las células (Halliwell y Gutteridge, 2010).

Actualmente existen evidencias que correlacionan una elevada ingesta de alimentos con
propiedades antioxidantes con una disminucién en la incidencia de enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas o cancer (Devasagayam et al., 2004). En nuestra dieta los antioxidantes mas
abundantes son los polifenoles (ingesta diaria de aproximadamente 1 gramo), siendo sus principales
fuentes las frutas y las bebidas derivadas de plantas (zumos de frutas, tés, cafés o vino rojo). Los
vegetales, los cereales, el chocolate y las legumbres secas también contribuyen a la ingesta total de
polifenoles (Scalbert et al., 2005).

Recientemente se ha demostrado también el rol de los polifenoles como agentes
anticancerigenos capaces de prevenir la formacién de nueva vasculatura en los tejidos neoplasicos.
Estos compuestos también presentan otras propiedades anticancerigenas, como acciones especificas
de sefializacidn celular que pueden estimular la actividad de la proteina reguladora SIRT1. Ademas,
se ha demostrado que estos antioxidantes tienen efectos inhibitorios sobre la inflamacién crénica
vascular asociada a la aterosclerosis. (Queen et al., 2010).

Dentro de los polifenoles o compuestos fendlicos, los flavonoides son el grupo con una
mayor actividad antioxidante (Lee et al.,, 2004). Se clasifican en funcién de sus caracteristicas
estructurales:

Flavanos, como la catequina, con un grupo —OH en posicion 3 del anillo C.
Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en posicién 4 y
un grupo —OH en posicién 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicién 4 del anillo C y
carecen del grupo hidroxilo en posicién C3.

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo —OH en posicién 3 y ademds poseen un doble
enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

Flavanol Antocianidina

®Q

Flavonoide

Flavona Flavonol

Figura 4. Estructura quimica bdsica de los flavonoides y los diferentes tipos. Fuente: Martinez-Florez et al., 2002.
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Con una taza de té verde ingerimos aproximadamente 400 mg de antioxidantes polifendlicos.
Las hojas de este té son una fuente muy importante de polifenoles, especialmente de catequinas, un
grupo decisivo para su actividad antioxidante. Las catequinas son derivados flavanos y dentro del
grupo de los flavonoides se distinguen por presentar el grado de oxidacion mds alto (Gramza et al.,
2005). Las principales catequinas del té verde son:

rd OH OH
0 N
OH "o OH
" oH
OH OH
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{|]H
~ OH
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Figura 5. Estructura quimica de la catequina del té verde. Fuente: Gramza et al., 2005.




Por esto, se han elegido el extracto de té verde (poliphenon60) y, en particular, la catequina
((+)- catequin) en el presente estudio para analizar su posible papel protector frente al
envejecimiento cerebral.

Los mecanismos antioxidantes de los polifenoles se basan en la habilidad de donar hidrégeno
y la quelacién de iones metalicos, propiedad proporcionada por la presencia de un nimero variable
de grupos hidroxilo fendlicos (Martinez-Florez et al., 2002).

En los ultimos afios se ha avanzado en el estudio de las propiedades beneficiosas de los
componentes del té verde. Kitani et al. (2004) observd que el té verde protegid contra el estrés
oxidativo inducido por el etanol en ratas viejas. Ademas, previno el dafo oxidativo producido por el
etanol, el cual se ve aumentado por el envejecimiento en proteinas y lipidos. Unno et al. (2004)
demostré que cuando se administraban catequinas del té verde en el agua para beber, éstas
presentaban un efecto protector de la disfuncidon cognitiva y suprimian la atrofia cerebral en los
animales estudiados. Ademas, el té verde también disminuye los niveles de 8-oxo-deoxiguanosina (8-
oxodG), un marcador del dafio oxidativo del ADN, en el rifidn, el higado y el cerebro, sugiriendo que
los polifenoles del té verde podrian tener un efecto beneficioso en el dafio debido al proceso natural
de envejecimiento. Dado que el té verde estd ganando popularidad como un producto natural que
mejora la salud, es importante estudiar sus mecanismos de accién en una forma dependiente de la
dosis y el tipo de células (Zaveri, 2006).

Por lo tanto, en el presente trabajo se pretende analizar si el tratamiento crénico con
antioxidantes podria mejorar las capacidades cognitivas y motoras o retrasar el deterioro cognitivo
que de forma natural se produce durante el envejecimiento.

OBJETIVOS

1. Analizar los efectos del tratamiento crénico con extracto de té verde (poliphenon60) y
catequina sobre las capacidades cognitivas y motoras de ratas viejas durante 28 dias
mediante tests comportamentales de memoria y aprendizaje.

2. Establecer una comparacidon entre los resultados obtenidos al aplicar los diferentes
tratamientos, comparandolos con los controles.
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MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

A lo largo de la investigacién se han utilizado ratas macho Sprague Dawley (una linea de ratas
de laboratorio, R. norvegicus) viejas (18 meses al inicio del tratamiento, 640 + 5g, n=19), libres de
patdgenos especificos (SPF) (Charles River, Barcelona, Espafia). Estos animales permanecieron en el
estabulario de la Universitat de les Illes Balears (Tipo I, registro n2 ES704000000540 en la Conselleria
d’Agricultura, Pesca i Alimentacié de la Comunitat Autonoma de les llles Balears), adecuado para la
experimentacion con animales SPF, hasta conseguir la edad necesaria para realizar las diferentes
pruebas del estudio.

Las ratas se han mantenido en jaulas de metacrilato (Panlab, Barcelona) con viruta de
madera como materia de nidificacion (Ultrasorb, Panlab) y libre acceso al agua y dieta estandar
(Panlab A04). Han estado dispuestas en una cdmara con unas condiciones ambientales determinadas
y controladas: temperatura (22 * 2°C), humedad (70%), y ciclo de luz-oscuridad 12/12 (con el cambio
de luz a 8:00 - 20:00 h), utilizando lamparas fluorescentes de 250-300 lux de luz indirecta.

Los animales se han tratado en concordancia a la Convencién Europea para la Proteccion de
animales Vertebrados utilizados para experimentacion y otros fines cientificos (Directiva
86/609/EEC), siendo los protocolos aprobados por el Comité d’etica d’experimentacié animal de la
Universitat de les Illes Balears.

2. FARMACOS Y TRATAMIENTO

Los tratamientos utilizados han sido: poliphenon60, (+)- catechin y aceite de maiz (como
vehiculo), todos ellos obtenidos en la casa comercial Sigma-Aldrich Corporation (USA).

El grupo control (n=6) ha sido tratado con el vehiculo aceite de maiz (1ml/kg/dia) durante 28
dias. La administracién se ha realizado via intraperitoneal, cuando se produce el cambio de luz para
reducir el estrés.

Ambos tratamientos crénicos con los antioxidantes se han llevado a cabo a una dosis de 20
mg/kg/dia (n=7 para poliphenon y n=6 para catechin) en una suspensién de 1 ml/kg en aceite de
maiz. La administracién se ha realizado siguiendo el mismo protocolo que para las ratas control. Para
la administracion de los farmacos los animales se han pesado diariamente.

En los periodos en que los animales se someten a pruebas comportamentales se les
administra el farmaco después de realizarlas, de esta manera se evita que los resultados obtenidos
puedan deberse a un efecto agudo del farmaco.
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3. PRUEBAS COMPORTAMENTALES

Las pruebas comportamentales se han llevado a cabo de las 8:30 a las 13:00 horas. Los tests
se deben realizar siempre aproximadamente a la misma hora, ya que a lo largo del dia el nivel de
actividad va variando y los resultados no serian comparables.

Después de cada fase se limpian todos los dispositivos utilizados con etanol 70%.

3.1. Radial maze
El laberinto radial (Panlab, S.L. Barcelona, Espafia) consta de una plataforma central
octogonal (28 cm de didametro) a partir de la cual surgen 8 brazos (70 x 11 cm) equidistantes. En los
extremos de los brazos se sitdan 8 pocillos, en los cuales se coloca una pequefia cantidad de comida.

Figura 5. Dispositivo del Radial maze.

Antes de realizar el test las ratas se someten a 48 horas de ayuno (con libre acceso al agua)
como refuerzo positivo que las motive a entrar en los brazos para buscar la comida.

La prueba se inicia colocando al animal en el centro del laberinto radial y a lo largo del test se
van anotando los brazos visitados, el tiempo transcurrido, el recorrido del animal y en cuantos brazos
ha comido. La prueba finaliza cuando la rata ha entrado en todos los brazos hasta el final o han
transcurrido un maximo de 20 minutos.

Los resultados se analizan mediante el programa Smart v2.5 (Panlab, S.L. Barcelona, Espafia),
el cual esta conectado a una cdmara de video digital que graba el recorrido del animal.

Los parametros analizados han sido: tiempo total, errores cometidos (se consideran errores
los brazos no visitados y las reentradas en los brazos ya visitados) y distancia recorrida. El tiempo
total y los errores cometidos nos permiten analizar la memoria de trabajo espacial, mientras que con
la distancia recorrida respecto al tiempo total podemos determinar la actividad motora del animal
durante la prueba.
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3.2. Test de Barnes

El laberinto de Barnes consiste en una tabla de madera circular (130 cm de didmetro)
apoyada en un soporte metalico a 75 cm del suelo. La tabla contiene 18 agujeros de 10 cm de
didmetro situados a 3 cm del extremo y con una distancia entre ellos de 10 cm. Uno de los agujeros
conecta a una caja de plastico (20 x 10 cm) y éste se considera el agujero objetivo o target, mientras
que el resto son agujeros falsos (caida al suelo). En la sala donde se encuentra el laberinto hay
sefiales en las paredes que facilitan la orientacién del animal durante la prueba, incluyendo al mismo
experimentador, que siempre debe colocarse en el mismo sitio.

El objetivo es que el animal entre en el target para refugiarse del exceso de luz al que se le
somete (estimulo negativo, prueba de escape). Esta prueba permite valorar la memoria y el proceso
de aprendizaje visuo-espacial.

Figura 6. Dispositivo del test de Barnes. A la izquierda se pueden ver las sefiales dispuestas en la pared para facilitar la
orientacién del animal en la prueba.

Consta de dos fases: familiarizacion y test.

1. Familiarizacién: consiste en habituar al animal al laberinto. Se realiza el dia anterior al test,
de manera que se coloca al animal en el laberinto para que explore libremente hasta que
entre en el target o, en su defecto, un maximo de 3 minutos. A continuacién, se deja al
animal 1 minuto en oscuridad dentro del target (en caso de que no lo haya localizado se le
dirige).

2. Test: se divide en los entrenamientos y la prueba final.

a. Se realizan 3 entrenamientos previos, dejando 10 minutos entre cada uno. Las ratas
se mantienen en oscuridad (con la jaula tapada) y para iniciar la prueba se coloca al
animal en un cilindro de cartén en el centro del laberinto con la luz apagada durante
10 segundos. Transcurridos los 10 segundos, se enciende la luz, se quita el cilindro de
cartén y la rata explora el laberinto hasta encontrar el target o hasta un maximo de
180 segundos. Finalmente, se mantiene al animal durante 60 segundos dentro del
target con la luz apagada.

b. Pararealizar el test se sigue el mismo protocolo que en los entrenamientos, pero con
un tiempo maximo de 90 segundos.
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Al final de la prueba se anota el tiempo que ha tardado la rata en llegar al target (latencia
total), el recorrido seguido (agujeros que ha explorado), la estrategia de busqueda del target y el
numero de errores (agujeros visitados que no sean el target). También se anota el tiempo en el que
encuentra el target por primera vez (latencia primaria), ya que a veces no entran al encontrarlo.

La estrategia puede ser de tres tipos:

e Directa: el animal se dirige directamente al target o a cualquiera de los dos agujeros
contiguos.

e Seriada: la rata va hacia un agujero, seguidamente al contiguo y asi sucesivamente hasta
llegar al target.

e Aleatoria o mixta: no sigue ningun patrén definido.

3.3. Reconocimiento de objetos

Para analizar la memoria de trabajo de tipo no espacial de las ratas viejas se ha utilizado el
test de reconocimiento de un objeto nuevo. Se trata de un test basado en la capacidad exploratoria
espontdnea de los animales. Este test analiza la capacidad de integrar informacién nueva y recuperar
la informacion adquirida, ya que requiere que el animal recuerde el objeto a corto plazo (10
minutos).

La prueba se ha realizado en el dispositivo del campo abierto (78 cm de didmetro y 60 cm de
altura de las paredes exteriores), construido con madera y metacrilato, en cuya base hay dibujadas
dos marcas (a 23 cm del centro) que indican donde se colocan los objetos. En esta prueba los
pardmetros que se analizan son: el tiempo de exploraciéon de cada objeto y el recorrido realizado.
Este dispositivo también nos permite medir la emocionalidad del animal a través de la observacion
de su comportamiento (defecaciones o micciones realizadas, levantarse, quedarse quietas,
acicalarse, mantenerse cerca de la pared o explorar por el centro...) y de esta manera podemos
comprobar que la rata se encuentra en un estado normal, de manera que los resultados obtenidos
son los correctos.

Se lleva a cabo en dos fases: habituacion y prueba.

1. Habituacion: consiste en acostumbrar al animal al lugar donde se realizard la prueba,
dejando que se familiarice y explore libremente. Para ello en los 3 dias previos al test se
coloca cada animal en el campo abierto, sin los objetos a utilizar en la siguiente fase, durante
10 minutos. Es importante que en esta fase vean al experimentador para que después en el
test no se asusten por su presencia; al igual que al ruido de los crondmetros, que se van
pulsando aleatoriamente.

2. Prueba: esta fase se realiza en varios pasos.

a. Rehabituacion: el dia del test se colocan los animales en el campo abierto durante 1
minuto para que lo reconozcan.
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Figura 7. Dispositivo del campo abierto. Fase de habituacién en el reconocimiento de objetos.

b.

Familiarizacidn: se situan dos objetos iguales, del mismo tamafio y color (cubos de
plastico de 6x6 cm) en las marcas correspondientes con ayuda de velcro. Se coloca la
rata en el centro del dispositivo y se le deja explorar los dos objetos durante un total
de 30 segundos (entre los dos objetos), o un tiempo maximo de 10 minutos (en el
caso de que no llegue a 30 segundos de exploracidn de los objetos).

Figura 8. Dispositivo del campo abierto con dos objetos idénticos. Fase de familiarizacién en el reconocimiento de objetos.

Retraso: se dejan pasar 10 minutos antes de realizar el test.

Test: se sustituyen los objetos anteriores (de la familiarizacion) por uno exactamente
igual (color y forma) y otro diferente, tanto en color como en forma (bolo de 8x5
cm). De nuevo se coloca a la rata en el centro del dispositivo y se le deja explorar
hasta un maximo de 10 minutos, o hasta haber explorado los dos objetos durante 30

segundos.
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Figura 9. Dispositivo del campo abierto con dos objetos diferentes. Fase de test en el reconocimiento de objetos.

Para la fase de familiarizacién no se utilizan siempre objetos del mismo color para todas las
ratas, sino que se van cambiando de color de una a otra. De esta manera se evita el posible error por
preferencia de un determinado color por parte de los animales y se comprueba que el animal tiene
capacidad exploratoria.

3.4. Rota-rod

El Rota-rod (Panlab, S.L., Barcelona, Espafia) consiste en una rueda (8 cm de didmetro)
colocada a una altura de 42 cm y su velocidad de giro se va incrementando de 4 a 40 cm/seg en un
minuto en el modo de aceleracion. Este test nos permite evaluar la coordinacién motora de los

animales.
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Figura 10. Dispositivo del Rota-rod.
El rota-rod se lleva a cabo en dos fases: entrenamiento y test.

1. Entrenamiento: antes de realizar el test se debe entrenar a los animales hasta que se
mantengan un cierto tiempo sin caerse de la rueda. Esto se lleva a cabo con el modo de
mantenimiento, en el cual la rueda tiene una velocidad constante de 4 cm/seg.

2. Test: se situa al animal en la rueda con la velocidad de mantenimiento y cuando se estabiliza
se cambia al modo de aceleraciéon. Cada rata repite la prueba 5 veces, dejando varios
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minutos entre cada test para que puedan recuperarse. En cada repeticién se anota el tiempo
en que se mantienen en la rueda, asi como la velocidad que alcanzan. El resultado final se
obtiene realizando la media aritmética de todos los datos.

4. ANALISIS ESTADISTICO

Se ha utilizado el software GraphPad Prism 5 para realizar los analisis estadisticos one-way
analisis de la varianza (ANOVA) y medidas repetidas ANOVA, asi como las graficas correspondientes.
Se ha considerado estadisticamente significativo un nivel minimo de probabilidad inferior a 0,05 (p <
0,05) y los resultados se han expresado como media + error estandar.
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RESULTADOS

1. MEMORIA ESPACIAL

Para analizar la memoria espacial se han utilizado dos test diferentes: Radial maze y Barnes

maze.

En el laberinto radial se tienen en cuenta dos parametros para analizar los resultados: el
tiempo necesario para completar el laberinto (maximo 20 minutos) y los errores realizados (brazos
sin visitar o reentradas a brazos ya visitados).

El tiempo total se representa en la figura 11, en la cual se observa como el grupo control
aumenta progresivamente el tiempo necesario para finalizar el test, un 14,57% mds a los 28 dias
respecto al inicio del tratamiento. En cambio, en las ratas tratadas con antioxidantes no se observa
este empeoramiento, sino que el tiempo total va disminuyendo a lo largo del estudio, un 15,69%
menos en el caso de la (+)-catechin y un 10,61% menos en los animales tratados con poliphenon60.
Sin embargo, estas tendencias no son significativas al aplicar un ANOVA de medidas repetidas
(Control: F;15= 1,16; p= 0,3537. (+)-catechin: F(; 5= 1,50; p= 0,2703. Poliphenon60: F(15= 3,55; p=
0,0617).

Por otro lado, comparando los animales tratados con los controles al final del tratamiento
mediante un ANOVA, los tratados con (+)-catechin tardan un 29,61% menos y los tratados con
poliphenon60 un 18,55% menos. Sin embargo, estas diferencias no son significativas (F,16= 1,89; p=
0,1839).

20+ Tiempo total . Control
3 (+)-catechin
3 Poliphenon6D
154
T
= T

Tiempo [min)
-
(=]
L

Cont Cat Pol  Cont Cat Pol  Cont Cat Pol
0 15 28

Duracion del tratamiento (dias)

Figura 11. Tiempo total necesario para completar la prueba del Radial maze de los animales tratados con antioxidantes ((+)-
catechin y poliphenon60) respecto a los animales control a los 0, 15 y 28 dias.

Teniendo en cuenta el numero de errores (figura 12), se observa como los errores cometidos
por el grupo control no varian significativamente a lo largo del estudio (F ;5= 0,114; p= 0,8934). Sin
embargo, al realizar un ANOVA de medidas repetidas se observan diferencias significativas en los
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animales tratados con antioxidantes respecto a ellos mismos al inicio del estudio. El grupo tratado
con (+)-catechin presenta un 22,24% menos de errores totales en el test a los 28 dias (F,,15= 5,25; p=
0,0276), mientras que en el grupo poliphenon60 se observa una disminucién significativa de un
22,22% (F2,18= 11,5; p= 0,0016). Al aplicar un ANOVA seguido del test de Bonferroni, se observa ya
una disminucién en el nimero de errores a los 15 dias en el grupo poliphenon60 (p < 0,01).

Por otro lado, al aplicar un ANOVA de una via, a los 15 dias ya se observa una disminucién de
los errores de un 23,88% con (+)-catechin y 22,51% con poliphenon60 respecto al grupo control,
siendo esta diferencia significativa (F,16= 3,75; p= 0,0461). A los 28 dias esta diferencia respecto al
grupo control se acentla porque éste empeora; de manera que al final del estudio las ratas con (+)-
catechin realizan un 24,65% menos de errores respecto a las controles y las ratas con poliphenon60
realizan un 22,62% menos de errores respecto a las controles (F(, 1= 7,61; p= 0,0052).

15+ Errores totales
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Figura 12. Errores totales cometidos durante la prueba del Radial maze de los animales tratados con antioxidantes ((+)-
catechin y poliphenon60) respecto a los animales control a los 0, 15y 28 dias. * p < 0,05y ** p < 0,01 comparado con su
respectivo control mediante ANOVA de 1 via. # p < 0,05y ## p < 0,01 comparado consigo mismo al inicio del tratamiento (0
dias) por Bonferroni.

El Barnes maze, ademads de analizar la memoria de trabajo espacial, sirve para estudiar la
capacidad de aprendizaje del animal a través de los entrenamientos previos a la prueba. Se tienen en
cuenta dos pardmetros para analizar los resultados: el tiempo que tarda el animal en llegar al target
o agujero de escape (latencia total) y el nimero de errores cometidos antes de encontrar el target.

En la figura 13 se presentan los resultados de la latencia total. Todos los grupos de animales
mejoran a lo largo de los entrenamientos disminuyendo el tiempo que tardan en encontrar el target
(el grupo control disminuye en un 57,14%, un 62,65% con (+)-catechin y un 48,82% con
poliphenon60). Sin embargo, ya en el primer entrenamiento se observa que los grupos tratados con
antioxidantes tardan menos en encontrar el target respecto al control y, aplicando un ANOVA de una
via, se obtienen diferencias significativas (F16= 16,3; p= 0,0001). Los animales tratados con (+)-
catechin tardan un 71,82% menos en encontrar el target (p < 0,001) y los animales tratados con
poliphenon60 un 50,77% menos (p < 0,01) en la fase test respecto al control.
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Por otro lado, con un ANOVA de dos vias para la latencia mostrada en esta prueba se
detectan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (F,x= 21,8; p<0,0001) y entre las
repeticiones (3 entrenos y test) (F= 4,87; p= 0,0045); pero no para la interaccion entre el tratamiento
y las repeticiones (F= 0,87; p= 0,5226). Esto parece indicar que la disminuciéon del tiempo de latencia
depende del tratamiento y del aprendizaje. Si bien en todos los casos los animales disminuyen la
latencia con las repeticiones, los animales tratados con antioxidantes ya desde el primer
entrenamiento tardan menos en encontrar el target.

Latencia total
804

@ Control 80-
3 (+)-catechin & Control
604 3 Poliphenon60 (+)-catechin
60+ Poliphenon60
o
404 2 40
=
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Entrenamiento 1 Entr iento 2 Entr iento 3 Test Entrenami > 1 Entr iento 2 Entrenamiento 3 Test

Figura 13. Tiempo necesario para llegar al target (latencia total) en el test del Barnes maze de los animales tratados con
antioxidantes ((+)-catechin y poliphenon60) respecto a los animales control a los 28 dias. ** p < 0,01y *** p < 0,0001
respecto a su control analizado mediante ANOVA de una via.

Los errores cometidos por los animales estudiados en el Barnes maze (figura 14) no
presentan una disminucion progresiva como en el caso de la latencia total. Sin embargo, comparando
el primer entrenamiento con la fase test si se observa una disminucion de un 80% en el nimero de
errores en el caso de los animales tratados con (+)-catechin y un 50% en los animales tratados con
poliphenon60; mientras que en el grupo control la diferencia es solo del 15,79%. Al aplicar un ANOVA
de una via, al igual que con la latencia total, ya en el primer entrenamiento los animales tratados con
antioxidantes cometen significativamente menos errores en comparacién con los controles (F 1=
10,6; p= 0,0012). Los animales tratados con (+)-catechin cometen un 92,51% menos de errores (p <
0,01) y los animales tratados con poliphenon60 un 68,91% menos (p < 0,05) en la fase test respecto a
los controles.

Por otro lado, un ANOVA de dos vias para los errores cometidos antes de encontrar el target
en esta prueba muestra diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (F= 18,9; p <
0,0001); pero no entre las repeticiones (F= 2,35; p= 0,082) ni para la interaccidn entre el tratamiento
y las repeticiones (F= 0,245; p= 0,9592). Esto parece indicar que la disminucion en el nimero de
errores depende del tratamiento y no del aprendizaje, ya que los grupos tratados con antioxidantes
parecen aprender de manera mas rapida (con menos entrenamientos).
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Figura 14. Errores cometidos para encontrar el target en el test del Barnes maze de los animales tratados con antioxidantes
((+)-catechin y poliphenon60) respecto a los animales control a los 28 dias. * p < 0,05y **p < 0,01 respecto a su control
analizado mediante un ANOVA de una via.

Finalmente, un ultimo pardmetro cualitativo a analizar de los resultados del Barnes maze es
la estrategia utilizada para completar la prueba (figura 15). En el grupo control la estrategia
dominante es la mixta y la seriada aparece como minoritaria durante los entrenamientos. En la fase
de test domina la estrategia seriada (66,67%) frente a la mixta y no aparece la estrategia directa.

En cambio, con los grupos tratados con antioxidantes aparece la estrategia directa ya en los
entrenamientos, de manera que los animales parecen aprender de manera mas eficiente la
localizacién del target. En los animales tratados con (+)-catechin la estrategia mixta desaparece
progresivamente en los entrenamientos hasta que finalmente no la utilizan en la fase test; en la cual
predomina la directa (80%). En el grupo poliphenon60 se observa que en el ultimo entrenamiento
desaparece la estrategia mixta y predomina la directa (66,67%). En la fase test vuelve a aparecer la
estrategia mixta (16,66%) y disminuye la directa (50%), posiblemente debido a la habituacion de las
ratas al dispositivo del Barnes.
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Figura 15. Estrategia utilizada (en %) en los grupos tratados con antioxidantes ((+)-catechin y poliphenon60) [abajo] y en el
grupo control [arriba] para la realizacion del Barnes maze a los 28 dias del inicio del tratamiento.
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2. MEMORIA DE TRABAJO NO ESPACIAL

Para analizar los efectos del tratamiento con antioxidantes en la memoria de trabajo no
espacial se ha utilizado el test del reconocimiento de objetos. El parametro analizado para nuestro
estudio es el tiempo de exploracidn de cada objeto presente en el campo abierto (nuevo y familiar)
para poder conocer si existen diferencias en los patrones de exploracion entre el grupo control y los
grupos tratados con (+)-catechin y poliphenon60.

En todos los casos (tiempo y tratamiento) se observa claramente un mayor tiempo de
exploracién del objeto nuevo respecto al objeto familiar (figura 16). Al inicio del tratamiento esta
diferencia es practicamente igual en los animales controles y los animales tratados con antioxidantes.
Con el transcurso del estudio se va acentuando la diferencia de tiempo de exploracién del objeto
nuevo respecto al familiar en los grupos con antioxidantes ((+)-catechin: 81,25% mas a los 0 dias y
91,30% mas a los 28 dias; poliphenon60: 89,47% mas a los 0 dias y 95,65% mas a los 28 dias). Sin
embargo, en el grupo control este parametro disminuye (94,64% mas a los 0 dias y 52,29% mds a los
28 dias).

Tiempo de exploracion 3 Control Nuevo @ Conirol Familiar
12 por objeto =3 (+)-catechin Nuevo B3 (+)-catechin Familiar
1 =3 Poliphenon60 Nuevo B Poliphenon60 Familiar

10 l l

Tiempo (s)

Cont Cat Pol Cont Cat Pol Cont Cat Pol
0 15 28
Duracion del tratamiento (dias)

Figura 16. Tiempo de exploracién dedicado al objeto nuevo (color mds claro) y al objeto familiar (color més oscuro) en la
prueba del Reconocimiento de objetos.

En la figura 17 se representan los resultados correspondientes al tiempo de exploracién del
objeto nuevo respecto al objeto familiar, es decir, el tiempo neto que los animales han explorado de
mas el objeto nuevo respecto al familiar. En los animales control este pardmetro aumenta
ligeramente a los 15 dias (28,57%) respecto al inicio, pero a los 28 dias se observa una disminucion
del 21,32% respecto a los 0 dias. Sin embargo, estas diferencias no son significativas (F:5= 1,07; p=
0,3794). Al aplicar un ANOVA de medidas repetidas se observa un aumento significativo del tiempo
de exploracidn del objeto nuevo en los animales tratados con antioxidantes a lo largo del estudio
(F2,15= 6,27; p=0,0172 para (+)-catechin y F(;1s= 4,22; p= 0,0410 para poliphenon60). En concreto, al
aplicar un ANOVA seguido del test de Bonferroni, se observa que a los 28 dias respecto a si mismos al
inicio (0 dias) los animales con (+)-catechin han mejorado en un 93,85% y los animales tratados con
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polipheon60 en un 50,98%; siendo estas diferencias significativas (p < 0,05). En la figura 18 se pueden
observar mads claramente estas variaciones analizadas mediante el ANOVA de medidas repetidas, ya
gue se representa la evolucién a lo largo del estudio (de 0 a 28 dias) de este parametro en cada
tratamiento individualmente.

Por otro lado, aplicando un ANOVA de una via se observan diferencias significativas entre los
grupos tratados con antioxidantes y el grupo control a los 28 dias (F;16= 4,53; p= 0,0276). Los
animales con (+)-catechin mejoran su tiempo de exploracion del objeto nuevo respecto al grupo
control significativamente en un 129,09% y los animales con poliphenon60 en un 100%.
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l [ Poliphenont0
N T

— %

Tiempo de exploracion (s)

L] L] L]
Cont Cat Pol Cont Cat Pol Cont Cat Pol
0 15 28

Duracion del tratamiento (dias)

Figura 17. Parametro objeto nuevo menos objeto familiar en el Reconocimiento de objetos. * p < 0,05 comparado con el
control en el mismo momento mediante ANOVA de 1 via. # p < 0,05 comparado consigo mismo al inicio del tratamiento (0
dias) por Bonferroni.
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Figura 18. Evolucion del parametro objeto nuevo menos objeto familiar en el Reconocimiento de objetos de cada
tratamiento por separado (control, (+)-catechin y poliphenon60). Se abarca todo el estudio, desde los O dias a los 28 dias.
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3. ACTIVIDAD Y COORDINACION MOTORA

Para analizar la actividad motora (figura 19) se ha utilizado el test del Radial maze, de
manera que se considera la distancia recorrida en el dispositivo respecto al tiempo total (cm/s). En
todos los casos se observa una disminucidon de la actividad motora de los diferentes grupos
estudiados a los 28 dias respecto a si mismos al inicio, a los 0 dias (16% grupo control, 8,40% grupo
(+)-catechin y 22,30% grupo poliphenon60). Sin embargo, aplicando un ANOVA de medidas repetidas
estas diferencias no son significativas.

Por otro lado, mediante un ANOVA de una via no se han observado diferencias significativas
entre los animales tratados con antioxidantes y los controles a lo largo del estudio (F:6= 0,674; p=
0,5232).
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Figura 19. Actividad motora mostrada durante la prueba del Radial maze de los animales tratados con antioxidantes ((+)-
catechin y poliphenon60) respecto a los animales control a los 0, 15 y 28 dias.

Para estudiar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la coordinacion motora se ha
realizado el test del Rota-Rod, cuyos resultados se presentan en la grafica 20. Se analiza el tiempo
que los animales permanecen encima de la rueda sin caerse. Al aplicar un ANOVA de medidas
repetidas no se detectan cambios significativos en el tiempo de permanencia de los animales control
a lo largo del estudio (F;15= 1,02; p= 0,3947). Sin embargo, en los animales tratados con (+)-catechin
(F215= 6,53; p= 0,0153) y poliphenon60 (F13= 6,20; p= 0,0142) si se observan diferencias
significativas respecto al inicio del tratamiento. En concreto, al aplicar una ANOVA seguida del test de
Bonferroni, se observa un aumento del tiempo de permanencia en el dispositivo en los animales
tratados con antioxidantes (con (+)-catechin 17,29% mds y con poliphenon60 26,29% mas) a los 28
dias respecto al inicio (p < 0,05).

Por otra parte, el grupo tratado con (+)-catechin permanece un 4,76% de tiempo mas en el
aparato que los animales controles al final del tratamiento (28 dias), y el grupo tratado con
poliphenon60 un 8,16% mas que el grupo control. Mediante un ANOVA de una via estas diferencias
no son significativas (F,,16= 0,170; p= 0,8453).
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Figura 20. Tiempo de permanencia en la ejecucidn del test del Rota-Rod de los animales tratados con antioxidantes ((+)-
catechin y poliphenon60) respecto a los animales control a los 0, 15 y 28 dias. # p < 0,05 comparado consigo mismo al inicio
del tratamiento (0 dias) por Bonferroni.
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DISCUSION

1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON (+)-CATECHIN Y
POLIPHENONG60O EN LA MEMORIA ESPACIAL

Para estudiar la memoria de trabajo espacial se ha utilizado el test del Radial maze, en el cual
se tiene en cuenta el tiempo que tarda el animal en finalizar el laberinto (con un maximo de 20
minutos) y los errores cometidos (brazos sin visitar o reentradas en brazos ya visitados).

A pesar de no haber obtenido resultados significativos respecto al tiempo que han tardado
los animales en finalizar la prueba, se observa una cierta tendencia de los grupos tratados con
antioxidantes en la disminuciéon del mismo. Por otro lado, el grupo control tiende a aumentar el
tiempo necesario a lo largo del estudio (tarda un 14,57% mas a los 28 dias). Con estos datos
podemos comprobar el deterioro natural debido al envejecimiento en ratas adultas, como
demuestra Gage et al. (1984) en su estudio analizando el comportamiento de ratas jévenes y adultas
con diversos tests comportamentales, como el Morris water maze.

Por otro lado, si se ha observado una clara diferencia en el nUmero de errores cometidos
comparando los diferentes grupos estudiados a lo largo de la experimentacién (ANOVA de una via). A
los 28 dias los grupos tratados con antioxidantes muestran un nimero menor de errores respecto al
grupo control (23,88% con (+)-catechin y 22,51% con poliphenon60), el cual no varia
significativamente a lo largo del estudio. Estos resultados coinciden con los de Haque et al. (2006) en
el Radial maze con ratas jévenes. En este estudio muestran que el tratamiento prolongado con
catequinas del té verde mejora la memoria de trabajo espacial y disminuye la concentraciéon de
oxidantes en plasma, asi como ROS en el hipocampo. Estos datos sugieren que la mejora en la
memoria de trabajo espacial se debe a la actividad antioxidante de las catequinas del té verde.

Para respaldar los resultados de la memoria espacial y estudiar la capacidad de aprendizaje a
base de entrenamiento se ha utilizado el test del Barnes maze al final del tratamiento (28 dias),
teniendo en cuenta la latencia total (el tiempo que tarda el animal en encontrar el target o agujero
de escape) y los errores cometidos antes de encontrar el target.

Todos los grupos comparten la misma tendencia: disminuir la latencia total y los errores con
los entrenamientos. Sin embargo, los animales tratados con antioxidantes ya desde el primer
entrenamiento muestran unos mejores resultados que el grupo control y en la fase test se acentua
esta diferencia ((+)-catechin: 71,82% menos de latencia total y 80% menos de errores; poliphenon60:
50,77% menos de latencia total y 68,91% menos de errores) (ANOVA de una via).

Si bien en todos los casos los animales disminuyen la latencia y los errores con las
repeticiones, los animales tratados con antioxidantes ya desde el primer entrenamiento tardan
menos en encontrar el target y cometen menos errores. Esto indica una mejora en las capacidades
cognitivas de estos animales, tal y como se esperaba con el tratamiento con (+)-catequin vy
poliphenon60. En concreto, los grupos tratados con antioxidantes parecen recordar mejor que los
controles la localizacidn del target ya desde el primer entrenamiento, que se realizé un dia después
de la fase de familiarizacion.
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En esta prueba también se ha tenido en cuenta un parametro cualitativo: la estrategia
elegida para encontrar el target (mixta, seriada o directa). En el grupo control la estrategia
predominante ha sido la seriada en la fase test (66,67%) y la directa no ha aparecido en ningun
momento. En cambio, los grupos tratados con antioxidantes muestran una mejora en la eleccion de
la estrategia con los entrenamientos, desapareciendo la estrategia mixta en la fase test de (+)-
catechin (80% estrategia directa) y en el tercer entrenamiento de poliphenon60 (66,67% estrategia
directa). Esto indica que el tratamiento crénico ha provocado una mejora en la capacidad de
aprendizaje de estos animales, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Unno et al. (2008)
con ratones adultos. Con este estudio se observa un incremento significativo en la capacidad de
aprendizaje en los ratones que han ingerido catequinas del té verde desde los 6 a los 12 meses,
comparandolo con ratones control de la misma edad que no han ingerido estos compuestos.

2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON (+)-CATECHIN Y
POLIPHENONG60 EN LA MEMORIA DE TRABAJO NO ESPACIAL

Para analizar los efectos del tratamiento con antioxidantes en la memoria de trabajo no
espacial se ha utilizado el test del Reconocimiento de objetos. Se ha analizado el tiempo de
exploracién del objeto nuevo respecto al objeto familiar en el campo abierto.

A pesar de que al principio del estudio (0 dias) todos los grupos exploran mas el objeto
nuevo, la tendencia general muestra de forma significativa una diferencia entre grupos en la
exploracién del objeto nuevo provocado por el tratamiento; de manera que los grupos tratados con
(+)-catechin y poliphenon60 exploran significativamente durante mas tiempo el objeto nuevo
(ANOVA de una via). Por otro lado, en el grupo control se observa un cierto empeoramiento en el
tiempo de exploracién del objeto nuevo respecto al familiar al final del estudio (28 dias)
comparandolo consigo mismo al inicio (0 dias), a pesar de no ser significativo.

Por lo tanto, el tratamiento crénico ha mejorado la capacidad exploratoria y cognitiva de las
ratas tratadas. Es importante destacar que la exploraciéon de los objetos nuevos constituye un
modelo de estudio de la memoria episédica en humanos.

3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON (+)-CATECHIN Y
POLIPHENONG60 EN LA ACTIVIDAD Y COORDINACION MOTORA

Ademas de la memoria de trabajo espacial, el test del Radial maze nos permite analizar la
actividad motora de los animales. Para ello se ha tenido en cuenta la distancia recorrida respecto al
tiempo total (cm/s).

Hay una cierta tendencia a la disminucién en la actividad motora en todos los grupos a
medida que pasa el tiempo, reflejando asi el declive normal de las funciones motoras asociado a la
edad (Kluger et al., 1997). A pesar de esta tendencia, no se han detectado diferencias significativas a
lo largo del estudio entre los grupos tratados con antioxidantes y el grupo control. Esto indica que el
tratamiento con antioxidantes no ha creado hiperactividad en los animales y los resultados obtenidos
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en los test comentados anteriormente se deben claramente a una mejora en la memoria y la
capacidad de aprendizaje.

Por otro lado, con el test del Rota-rod hemos medido la coordinacién motora, la cual se
consigue con un proceso de aprendizaje. Se analiza el tiempo que los animales permanecen en la
rueda con el modo de aceleracion.

Ha habido cierta mejoria significativa en los grupos tratados con antioxidantes respecto a
ellos mismos al inicio del estudio (ANOVA de medidas repetidas). Los animales tratados con (+)-
catechin permanecen un 17,29% mads de tiempo en la rueda y los tratados con poliphenon60 un
26,29% mas.

Es importante destacar que el hecho de permanecer mds tiempo en la rueda también implica
soportar una velocidad superior, puesto que el aparato estd en modo de aceleracién, por lo que los
resultados son aun mds concluyentes. Por lo tanto, se podria decir que el tratamiento crdnico con
antioxidantes ha provocado un retraso en el declive de la coordinacion motora asociado al proceso
normal de envejecimiento, de acuerdo con otros estudios en este campo como el de Pitozzi et al.
(2012). Esta reciente investigacion ha analizado el efecto de los polifenoles del aceite de oliva virgen
extra en la coordinacién motora y se ha comprobado que su ingesta previene la disfuncidn en la
coordinacion motora relacionada con la edad. Se ha visto que este efecto motor esta relacionado con
la reduccién de la peroxidacidn lipidica en el cerebelo.

4. MECANISMO DE ACCION DE LOS POLIFENOLES ESTUDIADOS

Dado que los polifenoles presentan numerosas propiedades, analizando Unicamente el
comportamiento no podemos afirmar que los farmacos utilizados estén activando directamente vias
antioxidativas. Sin embargo, estos resultados se correlacionan con otros estudios ya realizados con
marcadores de estrés oxidativo. Por ejemplo, se ha observado una disminucion en los niveles de 8-
oxodeoxyguanosina (8-oxodG), un marcador del dafio oxidativo en el ADN, con el consumo de
catequinas del té verde a largo plazo. En concreto, se ha visto un efecto preventivo en el ADN
oxidado en el rinencéfalo, un area particularmente susceptible a la atrofia (Unno et al., 2004). Otro
ejemplo para reforzar esta teoria puede ser el estudio de Rodrigues et al. (2013), en el cual
concluyen que el extracto de té verde contribuye a mejorar el estado rédox (protege las proteinas y
lipidos contra la oxidacion) en regiones como la formaciéon hipocampal, y previene el dafio
estructural asociado a la edad observado en animales viejos, con repercusiones en el
comportamiento analizado a través del Morris water maze.

El efecto beneficioso de los polifenoles sobre el dafio en el hipocampo es importante porque
esta region es una de las que se ven mas afectadas con el envejecimiento. Con la edad, el hipocampo
pierde la capacidad de generar neuronas (neurogénesis) y esta situacidn viene acompafiada del
caracteristico declive cognitivo asociado a la edad (Casadesus et al., 2004). Por ello, en el presente
trabajo de investigacion con polifenoles se han utilizado ratas de 18 meses ya que a esta edad se
inicia el deterioro de regiones cerebrales implicadas en los procesos de memoria, como es el caso del
hipocampo (Azcoitia et al., 2005).
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CONCLUSIONES

Los estudios con humanos realizados en el envejecimiento cerebral son escasos y es dificil
extraer conclusiones debido a la gran cantidad de factores que intervienen; como la edad, el sexo, la
raza, la educacidn, la dieta o el estatus genético. Sin embargo, el presente trabajo se ha realizado con
animales y nos permite tener controlados todos estos factores. De manera que, con los resultados
obtenidos administrando (+)-catechin y poliphenon60 crénicamente via intraperitoneal a ratas viejas,
podemos concluir que:

1. Estos compuestos mejoran las capacidades cognitivas y la coordinacién motora de ratas
viejas medidas a través de diversas pruebas comportamentales, frenando o retrasando los
efectos negativos asociados a la edad.

2. Dado que en las pruebas cognitivas realizadas interviene fundamentalmente el hipocampo,
los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran una correlacién con resultados de
otros investigadores que han puesto de manifiesto que el extracto de té verde protege a la
formacién hipocampal frente a la oxidacién asociada a la edad.

Finalmente, el reciente incremento en el conocimiento acerca del funcionamiento de los
polifenoles ha empezado a proporcionar una base para considerar su uso en el desarrollo de nuevas
terapias para ciertas enfermedades humanas, en particular se podria reducir la incidencia de algunos
efectos neurodegenerativos asociados al envejecimiento. Y mientras todavia no se entienden
completamente los mecanismos por los cuales se dan estos efectos, es evidente que continuar estas
lineas de investigacion podria dar lugar a un futuro uso de los polifenoles como suplemento
farmacoldgico frente a enfermedades asociadas a la edad.
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