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1. RESUM

Uns dels problemes principals avui en dia als paisos desenvolupats son aquells derivats de
laugment de l'esperanca de vida, com per exemple [laparici6 de malalties
neurodegeneratives associades al deteriorament cognitiu caracteristic de I'envelliment. S’ha
observat que alguns antioxidants presenten un efecte favorable millorant les habilitats
cognitives durant l'envelliment i inclus, retardant el mateix procés d’envelliment. Un
d’aquests antioxidants és I'a-tocoferol, una de les 8 isoformes de la vitamina E, considerat un
dels més potents de la naturalesa. De fet, molts d'estudis mostren efectes prometedors de
l'administraci6 de vitamina E en la prevencié de diverses malalties, moltes d'elles
relacionades amb I'envelliment. Un dels efectes que provoca 'administracié d’antioxidants
és, en general, 'augment de la quantitat de monoamines cerebrals, fet que contribueix a
prevenir el deteriorament monoaminérgic causat per 'envelliment, millorant consequentment
les funcions cognitives en rates.

Aixi, el present estudi t&¢ com a objectiu principal estudiar 'esmentat efecte protector de
'administracio d’'a-tocoferol en el declivi dels sistemes monoaminérgics i disminucié de les
funcions cognitives, caracteristics del procés de I'envelliment. Per aconseguir-lo s’analitza el
metabolisme de la 5-HT, DA i NA en hipocamp i estriat, ja que representen les principals
regions on arriben els axons de les neurones que els sintetitzen. S’estudien aquestes
monoamines ja que son els neurotransmissors vinculats per excel-lencia amb la memoria i
aprenentatge. EIl procediment utilitzat es basa en la quantificaci6 de les monoamines
susdites, els seus precursors i metabolits després de la inhibicié de I'enzim L-aminoacid
aromatic descarboxilasa mitjancant la técnica HPLC. Els resultats bioquimics es comparen
amb els comportamentals derivats de la prova del Radial Maze, que permet avaluar la
memoria espacial i donar una idea de l'activitat motora.

Els resultats obtinguts corroboren la disminucié de la sintesi de 5-HT, DA i NA paral-lela a
Fenvelliment, perd a més, han revelat que el tractament amb a-tocoferol pot contrarestar
aquest declivi ja que suposa un augment de l'activitat de la tirosina hidroxilasa i, en menor
grau, de la triptdfan hidroxilasa, suggerint una millora principalment del sistema
dopaminérgic i noradrenérgic. Aquest efecte concorda amb les proves cognitives, les quals,
a partir de la reduccio del temps en completar la prova i del nombre d’errors realitzats,
evidencien una millora de la memoria de treball.

Aixi, aquest estudi confirma I'efecte protector del tocoferol sobre la pérdua neuronal deguda
a l'edat i suggereix la possibilitat d'utilitzar aquest compost com a terapia per a frenar el
declivi cognitiu caracteristic del procés de Tlenveliment o vinculat a malalties
neurodegeneratives.



2. INTRODUCCIO

2.1. L’envelliment i els efectes sobre el cervell
2.1.1. Rellevancia actual de I’envelliment

El desenvolupament cientific i tecnologic ha donat pas a un augment de la qualitat i
longevitat de la vida en els paisos desenvolupats. Avui en dia, el grup de persones majors
de 65 anys representen un percentatge elevat de la poblacid, concretament, un 7.6% de la
poblacié mundial total i un 15.9% de la poblacidé de paisos desenvolupats, i es preveu que
aquests percentatges augmentin a un 16.2% i 26.6%, respectivament, en uns 40 anys
(Truchado et al., 2010). Aquest increment es veu reflectit en un grup més nombrés de gent
major i consequentment una major incidéncia de malalties neurodegeneratives. El canvi que
suposa a nivell estructural 'augment de l'esperanga de vida té repercussions a nivell
econdmic, sanitari i social, ja que pot suscitar una major inversié de béns publics en sanitat i
atencio a persones majors (Truchado et al., 2012).

Per poder conéixer meétodes i terapies que permetin posar fre a aquesta tendéncia
neurodegenerativa és necessari conéixer millor els processos de I'envelliment cerebral, aixi
com els declivis cognitius i motors associats tant de forma natural com patologica a
l'envelliment (Bioshop et al., 2010).

2.1.2. Descripcié de I’envelliment a nivell cerebral

L'envelliment és un procés universal, complex, de naturalesa intrinseca i caracter
progressiu, multifactorial i amb efectes perjudicials, que suposa una progressiva pérdua de
funcionalitat i augment del risc de mort (Mandavilli et al., 2002; Vina et al., 2007; Strehler et
al., 1959). L’envelliment s’acompanya de canvis estructurals i fisiologics en el cervell
(Joseph et al., 2000; Bishop et al., 2010) que es poden manifestar en alteracions motores o
cognitives. Entre les motores destaca la pérdua de forga muscular i coordinacié, mentre que
de les cognitives destaca la pérdua d’eficiéncia en la retencié de nova informacio, velocitat
de processament, memoria de treball o memoria a llarg termini (Park and Reuter-Lorenz,
2009). Els canvis estructurals desencadenats per I'envelliment engloben la disminucié del
tamany de les arees cerebrals i la pérdua d’integritat de la substancia blanca, i es troben
acompanyats d’una disminucié de l'activitat neuronal d’aquestes zones (Bishop et al., 2010).
Per altra banda, els canvis fisioldgics es caracteritzen per 'acumulacié d’errors a diverses
vies metaboliques, entre les quals es pot destacar una disminucié de la homeostasis del
calci (Landfield i Eldrige, 1994), una pérdua de sensibilitat de diversos sistemes de receptors
(Josep et al, 2000), aixi com canvis en els sistemes de neurotransmissié monoaminérgica
del cervell (Esteban et al., 2010).

2.1.1 Efectes de I’envelliment sobre els sistemes monoaminérgics

Durant I'envelliment es produeix el declivi d’'un ventall de funcions fisioldgiques humanes
(Shock, 1957). Varis estudis han conclds que durant I'envelliment de mamifers es donen
alteracions en varis sistemes de neurotransmissié del cervell, associats a la reduccié del
nombre de neurones (Fearnly i Lees, 1991), aixi com de la sintesi i concentracié de
neurotransmissors (Meek et al., 1977; Sparks et al., 1985). No obstant aix0, existeixen
controvérsies de I'efecte de I'edat sobre els sistemes adrenérgic, colinérgic, dopaminérgic i
serotoninérgic (Finch i Roth, 1999; Fisher et al., 1992; McEntee i Crook, 1991; Morgan i May,
1990; Pradham, 1980).

Les catecolamines son composts derivats del grup catecol (anell benzénic amb dos oxhidrils
substituents), que presenten un grup ami a la cadena lateral i inclouen la DA, NA i
adrenalina (Vera, 2005). La seva ruta de sintesi es pot observar a la figura 1 i es déna a
partir de la hidroxilacié de la tirosina (Malgor i Valsecia, 2000). Aquest aminoacid s’obté
directament de la dieta o també pot ser sintetitzat a partir de fenilalanina mitjangant una



hidroxilasa oxidasa, que introdueix un grup oxhidril en posicié para de I'anell benzénic
(Malgor et al., 2000). A partir de 'aminoacid I-tirosina s’obté DOPA (hidiroxifenilalanina)
mitjangant l'accié de l'enzim tirosina-hidroxilasa, que introdueix un segon OH a l'anell
benzénic de la tirosina (Malgor et al., 2000). Aquest és I'enzim limitant de totes les reaccions
de sintesis de catecolamines (Nagatsu et al., 1964) i es localitza a la fraccié citoplasmatica
soluble de la terminal axonal (Weiner et al., 1989). Es inhibida pels seus productes finals:
NA, DA i el metabdlit dihidroxifenilglicol (Malgor et al., 2000).

Aminoacid aromatic Feniletanolamina
descarboxilasa N-metiltransferasa
Tirosina L-DOPA Dopamina Adrenalina Noradrenalina
Tirosina Dopamina B-
hidroxilasa hidroxilasa

Fig 1. Representacié esquematica dels principals components de la via de sintesis de la DA i NA

Dopamina

Es creia que la dopamina (DA) només era una intermediaria de la sintesis d’adrenalina i NA,
perod als anys 60 es va identificar com a neurotransmissor (Molinoff et al, 1971) i el posterior
descobriment de la intervencié d’aquest neurotransmissor en les malalties de Parkinson i
esquizofrénia va suposar un rapid augment en la seva investigacié (Cote i Crutcher, 1991).
La conversi6 de DOPA a DA es troba catalitzada per I'enzim DOPA-descarboxilasa,
descarboxilasa d’aminoacids aromatics levogirs poc especifica. (Malgor et al., 2000).

S’han descrit tres sistemes dopaminérgics principals en el cervell: el nigroestriat, que
presenta els cossos cel-lulars localitzats en la substancia negra mentre que els axons
projecten cap al neoestriat (nuclis caudat i putamen); el mesolimbic i mesocortical, que
s’originen en l'area tegmental central del mesencéfal i envia els axons cap a estructures
estriatals, limbiques i corticals; i el tuberoinfundibular (veure figura 2). També existeixen
interneurones dopaminérgiques al bulb oflactori, retina i hipotalem. S’ha descrit que I'estriat
conté un 80% de tota la DA cerebral (Weiner i Molinoff, 1989), per aixd es considera a la
projeccié mesoestriatal com la més important.

Nigroestriat

Escorga
frontal

Mesocrotical

Substancia

Tubercinfundibular negra

Hipotalem

Lo Tegmentum
Mesolimbic

Fig 2. Principals sistemes dopaminérics en el cervell huma.



Un cop la DA ha estat alliberada a I'espai sinaptic, pot ser captada per dues families de
receptors DA1 o DA2, (Malgor et al., 2000).

La degradacid6 de les catecolamines és duta a terme mitjangant dos enzims: la
monoaminooxidasa (MAQ) i la catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Weiner i Molinoff, 1989).
La MAO es troba principalment a la membrana externa dels mitocondris i déna lloc a
metabolits deaminats, ja que retira el grup ami de la NA, AD, DA, 5-HT mitjangant oxidacio
(Malgor et al., 2000). S’han descrit dues formes de MAO: MAO-A, que presenta major
afinitat per la NA i 5-HT, i MAO-B, amb igual afinitat per la DA que la MAO-A. Per altra
banda, el COMT és un enzim que es troba a nivell citoplasmatic, preferentment a I'espai
intersinaptic i la seva acci6 principal és la O-metilacié de I'anell benzénic. La MAO, situada a
linterior de la terminal nerviosa, s’encarrega de convertir la DA recapturada en acid
dihidroxifenilacétic (DOPAC), el qual sera alliberat a I'exterior de la terminal per ser
posteriorment transformat a acid homovanilic (HVA) per COMT. La DA no recapturada per la
terminal dopaminérgica és metabolitzada a HVA per I'accié seqliencial dels enzims COMT i
MAO (Feldman, 1997; Cooper, 1996; McGeer, 1987) (veure figura 3).

MAO Acid dihidroxifenilacétic COMT

N T

Acid homovanilic
\ / o
MAO

Fig 3. Representacié dels principals components i enzims implicats en la degradacié de la DA

Dopamina

COMT

La DA participa en una amplia varietat de funcions, com activitat locomotora, afectivitat,
regulacié neuroendocrina i ingesta d’aigua i aliments (Fibiger, 1993; Jackson, 1994). També
participa en funcions executives com la planificacié, memoria temporal, atencié o flexibilitat
mental (Cools et al., 2002).

Els resultats obtinguts quant a l'efecte de I'envelliment sobre la DA sén contradictoris.
Estudis centrats en aquesta tematica han presentat una disminucié de la concentracié
d’aquest neurotransmissor en putamen, nucli caudat, amigdala, hipocamp i hipotalem
(Joseph et al., 1988; Ponzio et al., 1982; Giorgi et al., 1987; Stoessl et al., 1989; Marshall i
Rosenstein, 1990). No obstant, altres no han obtingut tal efecte (Ponzio et al., 1978; Rose et
al., 1986; Godefroy et al, 1989). Recolzant la disminuci6é de DA, s’ha detectat una disminucié
de l'activitat de la tirosina hidroxilasa en estriat de rates velles (Ponzio et al., 1982) i també la
inhibicié d’aquest enzim per oxidacié (Borges et al., 2002). A més, estudis postmortem en
humans també han revelat una disminuci6 del nivell de sintesi de DA a l'estriat (Kish et al.,
1992). Per altra part, alguns estudis defensen el declivi dels metabolits de la DA en la regi6é
nigroestrial, mesocortical i hipocampal (Goudsmit et la., 1990). De fet, en micos d’avangada
edat s’ha observat una disminucié d’HVA en caudat i putamen, tot i que no s’han detectat
diferéncies entre els diferents grups d’edat per a lar elacié HVA/DA (Collier et al., 2007).

S’ha suggerit que les alteracions de la neurotransmissid dopaminérigca poden estar
implicades en les alteracions motores i cognitives que s’observen en individus vells (Murray i
Waddington, 1991). De fet, la triada correlativa de Backman proposa que el déficit de moltes
funcions cognitives es troba associat amb el declivi de DA que ocorre durant I'envelliment
(Backman et al., 2006).



Noradrenalina
La DA pot ser transformada a noradrenalina (NA) dins vesicules sinaptiques de
determinades neurones mitjangant 'enzim DA-B-hidroxilasa (Malgor et al., 2000). Aquest
neurotransmissor és sintetitzat en nuclis molt especifics localitzats en el tronc cerebral, dels
quals el locus coeruleus n’és el principal, ja que conté més del 50% de les neurones
noradrenérgiques del cervell (Vera, 2005). Els axons d’aquestes neurones es dirigeixen cap
al cerebel, la medul-la espinal, 'hipocamp, el talem i escorga cerebral (Vera, 2005). Es
troben altres nuclis noradrenérgics al tronc cerebral, que dirigeixen les projeccions cap a la
medul-la espinal, tot i que s6n menys extenses que les del locus coeruleus (Nestler et al.,
2001; Kuhar et al., 1999) (veure figura 4).

Els receptors adrenérgics es classifiquen en alfa (a1, a2) i beta (31, B2, B3).

La NA pot donar lloc a 'adrenlina (AD) en la medul-la suprarenal, mitjancat una reaccio
catalitzada per la fenil-etanol-amina-N-metiltransferasa (Malgor et al., 2000).

La NA té laccio principal sobre el sistema vascular, augmentant la resisténcia periférica
(Brandan, 2010). També es troba
involucrada en la regulaci6 de Ila
secrecid hormonal, cicle son-vigilia,
memoria, aprenentatge, motivacio i
activitat i regulaci6 homeostatica
(Finch, 1978; Pradhan, 1980).

Els resultats obtinguts de l'efecte de
l'envelliment sobre el contingut de NA
son contradictoris. Per una part, s’ha
demostrat una reduccié dels nivells de
NA a la medul-la espinal, tronc cerebral
i arees limbiques (Leslie et al., 1985;
Miguez et al.,, 1999; Ponzio et al.,
1982; Sirvio et al.,, 1994). No obstant, Hipocamp
altres estudis afirmen un augment a

lhipotalem, estriat i escorca cerebral
(Harik i Mc Cracken, 1986; Machado et
al., 1986; Moretti et al., 1987;
Koprowska et al., 2004).

Talem

Escorga

Nuclis trone
cerebral

Medul-la espinal

Fig 4. Principals nuclis noradrenergics i les seves
projeccions en el cervell huma.

Serotonina
La sintesi de serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina) depén del triptdfan provinent de la dieta,
que mitjangant la hidroxilacio (addicio d’un grup OH) efectuada pel triptdfan hidroxilasa, déna
lloc a 5-hidroxitriptofan (5-HTP) (Vera, 2005). La 5-HT s’obté finalment per la descarboxilacié
del 5-HTP, reaccio6 catalitzada per la DOPA-descarboxilasa, comuna amb la sintesi de DA
(Vera, 2005).

Aminoacid aromatic
descarboxilasa

N

Triptofan 5-Hidroxitriptofan Serotonina Acid 5-hidroxindolacétic
Triptofan MAO + aldehid
hidroxilasa deshidrogenasa

Fig 5. Representacié esquematica dels principals components involucrats en la sintesi i degradacié de

la 5-HT



La 5-HT també s’emmagatzema en vesicules mitjancant un VMAT i la seva alliberacié, a
ligual que la DA o NA,es déna per I'entrada de Ca®* a la terminal presinaptica (Vera, 2005).
A l'espai sinaptic, la 5-HT és recaptada per un transportador presinaptic especific de la 5-HT
(SERT). El seu metabolisme es basa en I'accié del monoaminooxidasa (MAO) i el producte
detectable d’aquest catabolisme és I'acid 5-hidroxi-indolacétic (5-HIAA) (Vera, 2005).
Existeixen 7 subtipus de receptors de la 5-HT, que es poden agrupar en 3 grups, segons si
s’acoplen a proteines Gy, Gg11 0 Gs. (Vera, 2005)

S’ha observat que les cél-lules serotoninérgiques es troben concentrades a la part mitjana
del tronc cerebral, agrupades en set nuclis principals, coneguts com a complex nuclear del
rafe (veure figura 6). A partir d’aquests nuclis neixen les fibres que arribaran a practicament
tot el sistema nervids: ganglis basals, hipotalem, talem, hipocamp, sistema limbic, escorga
cerebral, medul-la espinal i cerebel (Nestler et al, 2001). Mitjangant aquestes prolongacions,
la 5-HT participa en el control del cicle son-vigilia i en 'activacié de I'escorga cerebral durant
la vigilia (Vera, 2005). anim, emocions, temperatura, dieta, conducta sexual, alguns tipus de
depressio, conducta suicida i certs estats al-lucinatoris induits per drogues.

La majoria de les investigacions que han obtingut resultats de I'efecte de I'envelliment sobre
els nivells de 5-HT han coincidit amb una disminucié en arees limbiques, estriat, tronc
cerebral, escorga frontal, amigdala i hipocamp de rates velles respecte madures (Machado
et al., 1986; Miguez et al., 1999;

Strong et al., 1984; Venero et al.,, Estriat
1991; Koprowska et al., 2004). Neoescarca
També s’ha demostrat una
disminucié de [lafinitat de la del
triptofan hidroxilasa, enzim limitant
de la sintesi de 5-HT, pel seu
substrat en rates velles respecte de mipotitem.
madures (Azher et al., 2000). A més, N
altres estudis han demostrat un
augment del metabolisme de 5-HT
en hipotalem, hipocamp i escorca Amigdala -
frontal de rates (Moretti et al. 1987;
Timiras et al.,, 1982), aixi com un
augment de la taxa 5-HIAA/5-HT a
'hipocamp, estriat i escorga cerebral, Hipocamp
fet que suggereix una taxa de

recanvi accelerada de la 5-HT en Medulla espinal

rates d’avancada edat, és a dir, una  Fig 6. Nuclis serotoninergics i les seves princpals

major activitat serotoninérgica  projeccions al SNC. Modificat de Nestler et al., Molecular
(Koprowska et al., 2004). Neuroobharmacoloav. 2001.

Talem

" Cerebel

Complex nucelar
del rafe

2.2. TEORIES DE L’ENVELLIMENT

Al llarg de la bibliografia cientifica es poden trobar multitud de teories, més de 300 segons
una revisié de 1990 (Medvedev, 1990), postulades amb la intencié d’explicar les causes i
efectes de I'envelliment. Entre aquestes destaquen la teoria de Pearl, que associa el procés
de I'envelliment al desgast resultat del metabolisme (Pearl, 1928); la de Minot, que considera
que és el preu que han de pagar els metazous per a la diferenciacié cel-lular (Minot, 1907);
la de I'error catastrofic en la sintesi de proteines proposada per Orgel (Orgel, 1963) o la del
limit mitotic de Hayflick (Hayflick, 1985). Actualment s’accepta la teoria de I'estrés oxidatiu
causat per radicals lliures i altres espécies reactives de l'oxigen (ERO), amb concordanca
amb els plantejaments de Harman (Harman, 1956) i Gerschman (Gerschman, 1962), aixi
com també la de l'estrés oxidatiu/lesidé mitocondrial, proposada per Miquel, on defensa el
paper clau del genoma dels mitocondris com a diana de les ERO (Miquel, 2005).



2.2.1. Teoria de ’estrés oxidatiu

L’oxigen és essencial per obtenir energia a partir del metabolisme aerobic, perd, alhora és la
principal font generadora de radicals lliures. Els radicals lliures sén espécies quimiques que
presenten un nombre imparell d’electrons, de manera que algun esta desaparellat (Kumar et
al, 2012). El concepte de radicals lliures aplicat a sistemes biologics fa referéncia
principalment a les espécies reactives de 'oxigen (ERO), un grup de composts derivats de la
reduccié incompleta de l'oxigen molecular. Inclouen, tot i que no limiten, 'anié superoxid
('Oy), radical mare que es forma quan 'O, guanya un electré al darrer orbital; el perdxid
d’hidrogen (HO,),oxidant de lipids; el perdxid d’hidrogen (H,O,), origen d’altres radicals; i el
radical hidroxil (OH’), que danya principalment TADN (Gey et al, 1991; Epe, 1996) (veure
figura 7). A més de les ERO, entre els radicals lliures també destaquen les espécies
reactives del nitrogen (ERN).

0, + H,0

2 —_— 02 —_— 02 ar H202

\ \/ 'OH —> H,0

ONOO"

Fig 7. Via de formaci6 d’alguns dels composts que integren els grup dels radicals lliures

Tot i que existeix varietat de mecanismes de formacié d’aquestes molécules, la font
fisiologica per excel-lencia és la respiraciéo cel-lular (Merksamer, 2013). Aquest procés
normalment inclou el pas d’electrons a través de quatre complexos proteics situats a la
membrana interna, perd en algunes rares ocasions es produeix la sortida prematura dels
electrons, suposant la reduccié incompleta de I'oxigen molecular i generant I'anié superoxid
(Murphy, 2009).

Els radicals lliures presenten funcions en diversos processos, com en el metabolisme de la
glucosa, creixement cel-lular, proliferacié (Rhee, 1999) o activacioé de factors de transcripcié
(Kaul et al., 2000). No obstant aix0, les ERO també provoquen l'alteracié de proteines, lipids
i ADN per oxidacido podent desencadenar mutacions géniques, dany o pérdua d’activitat
enzimatica o alteracié de la permeabilitat de la membrana cel-lular (Valko et al., 2006;
Finkel, 2003).

La teoria de l'estrés oxidatiu defensa que es produeix un canvi dependent de I'edat en el
balan¢ antioxidant/pro-oxidant, el qual condueix a una major generacié de radicals lliures,
augment de l'estrés oxidatiu i desregulacié de la funcié cel-lular (Harman, 1972; Liochev,
2013). Aixi, segons aquesta, I'envelliment és el resultat de la generacié i acumulacié de
radicals lliures amb ledat, provocant com a consequéncia dany oxidatiu en molécules
bioldgiques com ADN, proteines i lipids (Harman, 1956), que condicionen 'homeostasis i
integritat cel-lular (Vina et al., 2013).

Diversitat d’estudis han recolzat el pilar fontamental de la teoria de l'estrés oxidatiu: la
intensitat de generacié de radicals lliures en els teixits in vivo ha de ser menor en les
espécies longeves que en aquelles que presenten major velocitat d’envelliment (Barja,
2005). A més, tot i només observar-se un lleuger augment de la longevitat maxima en
animals amb elevades concentracions d’antioxidants tissulars, es va obtenir una forta
tendéncia a lincrement de l'esperanga de vida mitjana (Kohn, 1971; Clapp et al., 1979;
Enesco et al., 1980; Ledvina et al., 1980; Porta et al., 1980).

10



2.3. EFECTE PROTECTOR DELS ANTIOXIDANTS EN LES ALTERACIONS QUE
OCORREN DURANT L’ENVELLIMENT

2.3.1. Antioxidants

Un antioxidant és qualsevol substancia capac¢ de retardar, prevenir o eliminar el dany
oxidatiu d’'una molécula diana (Halliwell i Gutteridge, 2010). En general i tal i com indica el
seu nom, el seu mecanisme d’accié es basa en la propia oxidacié per tal d’eliminar els
radicals lliures generats abans de que aquests puguin comengar la cadena de reaccions que
danyen les cél-lules.

Les cél-lules disposen d’un sistema per mantenir un correcte balan¢ entre els nivells de
radicals lliures i antioxidants amb la finalitat d’assegurar la integritat dels components
cel-lulars (Villanueva i Kross, 2012). Les defenses antioxidants enzimatiques inclouen el
superoxid dismutasa, la catalasa, la glutatié peroxidasa, glutatié reductasa, dehidroascorbat
reducatasa, thioredoxina reducatasa, antioxidants hidrofilics (ascorbat, urats i glutatio) i
antioxidants lipofilics (tocoferols, flavonoides, carotenoides i ubiquinol). (Harman, 1993;
Zorov, 1996) (veure figura 8). El radical superoxid d’hidrogen (O;), mitjangant dismutacio,
pot donar lloc espontaniament a peroxid d’hidrogen (H.O.) i oxigen, perd aquesta conversid
es veu accelerada per I'enzim superoxid dismutasa (SOD) (Turrens, 2003). El H,O, es
utilitzat per cel-lules com leucocits i macrofags per eliminar bacteris que han ingressat a
lorganisme (Lu i Finkel, 2008). El peroxid d’hidrogen també pot ser transformat per la
catalasa a radical hidroxil. De fet, un 2% de l'oxigen que arriba a les neurones es transformat
en aquest producte, que suposa la via final de formacié de les ROS (Crespo-Santiago,
2012). Finalment, 'enzim glutatié peroxidasa comparteix substrat amb la catalasa, pero a
més pot reaccionar de manera efectiva amb lipids i altres hidroperdxids organics, catalitzant-
ne la seva reduccio i contribuint aixi a la proteccio de les cél-lules de mamifers (Sohal i Orr,
2011). La glutatié reductasa és capag de regenerar, tornar reduir, el glutatié ja oxidat.

Catalasa
SOD

\ \ 0,+H,0

0, —>» 0y ——> 0,+H,0,

Glutatié 2H,0 + GSSG
peroxidasa \)
Glutatié / GSH
reductasa

Fig 8. Representacié esquematica dels substrats que presenten alguns dels enzims antioxidants

Aixi, la disminucié dels mironutrients antioxidants o del sistema enzimatic protector conduiria
a una menor proteccid6 mitocondrial contra els radicals lliures, presentant com a
conseqiiéncia 'envelliment mitocondrial i cel-lular accelerats (Battilana). Es per aixo que els
habits alimentaris s6n molt importants per a la preservacio de la integritat mitocondrial i vida
cel-lular (Gey, et al., 1991; Schmidt A, et al., 1994). Es més, la dieta és un dels factors clau
per a la prevencio i tractament de malalties croniques associades a I'envelliment (Deny,
2008). Es postula que el consum de menjars rics en antioxidants pot d’ajudar a preservar els
processos cognitius (Valls-Pedret et al., 2012). De fet, alguns estudis epidemioldgics han
suggerit que fruites, verdures, peix, vi i nutrients com acids grassos poliinsaturats, vitamina E
i B i antioxidants poden ajudar a protegir del declivi cognitiu que ocorre durant I'envelliment
com, per exemple, en la malaltia d’Alzheimer (Mangialasche et al., 2010).
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2.3.2. Vitamina E

La vitamina E és considerada un dels antioxidants liposolubles més potents per retardar
l'envelliment i prevenir algunes malalties degeneratives vinculades amb l'edat (Meydani,
1995; Niki i Traber, 2012). La vitamina E és una familia constituida per 8 molecules
liposolubles que engloben quatre tocoferols i quatre tocotrienols. Es un dels antioxidants
més freqlents en la dieta i s’obté principalment de fonts vegetals, com llavors de gira-sol, oli
d’oliva 0 ametlles. Comparteixen una estructura basica formada per un anell cromanol i una
cadena lateral de 16 carbonis. L’anell cromanol pot trobar-se metilat en diferents posicions
(5, 7 i 8) determinant el tipus de tocoferol o tocotrienol que sigui (a, B, y o 8). Les 8
molécules presenten activitat antioxidant no enzimatica, perd 'a-tocoferol és I'isbmer més
abundant i actiu, tan quimica com bioldgicament (Sung et al., 2003; Schneider, 2005).

El mecanisme basic d’aquest compost és inhibir la cadena de propagacié dels radicals en
els dominis lipidics mitjangant la propia conversié a un producte oxidat bastant estable, el
radical lliure a-tocoferoxil (Burton et al., 1986). L'a-tocoferol reacciona amb els radicals
peroxils de lipids molt més rapid del que ho fa la reaccié de propagacié dels mateixos
radicals peroxils (Dutta i Dutta, 2003), de manera que no permet que aquests radicals
puguin realitzar altres unions. A més, la forma original pot ser regenerada mitjancant la
reduccié de l'ascorbat (vitamina C) o ubiquinol-10 (Schneider, 2005). La vitamina E no sols
presenta propietats antioxidants , sind que també pot millorar la resposta immune (Pae et al.,
2012) i modular els sistemes de reparacié de 'ADN (Claycombe i Meydani, 2001) i vies de
transduccio de senyals (Azzi et al., 2004).

La interaccio entre gens i vitamina E és crucial en la neurodegeneracié ja que aquesta pot
interactuar amb receptors cel-lulars i factors de transcripcié i, aixi, guiar I'expressio génica,
modulant els nivells de proteines i canvis en lactivitat d’enzims (Mocchegiani et al., 2014).
Els gens amb els que interactua la vitamina E es troben relacionats amb l'estrés oxidatiu,
proliferacid, inflamacié i apoptosis, aixi com també adhesié cel-lular, cicle cel-lular i matriu
extracel-lular (Rimbach et al., 2010). Alguns d’ells son SOD, NO sintasa, ciclooxingenasa-2,
NADPH oxidasa, NF-Kb, fosfolipasa A2, proteina fosfatasa 2A, 5-lipooxigenasa, activador
proteina-1, citocrom P450, BCL-2 tipus 1 (Munteanu et al., 2004; Lirangi et al., 2012; Kaga et
al., 2013; Zingg et al., 2013)

La suplementacié amb vitamina E ha resultat en un augment de I'esperanga de vida en varis
animals, com Caneorhabditis elegans (Harrington i Harley, 1988) i ratolins vells (Navarro et
al., 2005).

A nivell cel-lular, els processos que desencadenen la mort neuronal i els esdeveniments
neurodegeneratius sén causats o resulten en un augment de la formacié d’oxigen reactiu i
espécies del nitrogen, degut a la potenciacié de la peroxidacié lipidica provocada per la
inflamacié cronica i també augment de la produccié de peroxinitrit amb la conseqlent
activacio immune anormal (Lin i Beal, 2006).

Estudis epidemiologics indiquen que dietes riques de vitamina E contribueixen a la prevencio
de desordres neurodegeneratius associats a I'edat (Engelhart et al., 2002; Morris et al.,
2005).

Un estudi ha demostrat que un mescla d’a-, B-, y-trienols i a-tocoferol durant tres setmanes
atenua la reduccié de glutatié i catalasa, aixi com també disminueix les concentracions de
nitrit en els cervells de rates amb estrés oxidatiu desencadenat per estreptozocotina (Tiwari
et al., 2009). L’a-tocoferol i a-tocotrienol presenten un paper contra el dany oxidatiu en
cultius de cél-lules hipocampals desencadenat per 'acumulacié de B-amiloide (Goodman i
Mattson, 1994). També s’ha observat que la suplementacié dietaria amb vitamina E redueix
acumulacié de lipofuscina en el cervell de rates de mitjana edat (Monji et al., 1994) i
protegeix de la peroxidacio lipidica (Meydani et al., 1988).

A més, la familia de vitamina E presenta un paper protector en la lesié cerebral i en la
neurodegenracié mitjangant un mecanisme que inclou la inhibicié de la peroxidacio lipidica a
través de l'accié de varis enzims (pp60° ™ kinasa, ERK1 i ERK2 kinases, fosfolipasa A2, 12-
lipoxigenasa), aixi com la inhibicié de la senyalitzacio del factor de transciprcio NF-kB (Frank
etal., 2012).
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3. HIPOTESIS | OBJECTIUS

Estudis actuals del grup de Neurofisiologia demostren un efecte favorable de 'administracié
d'alguns antioxidants en el retras de I'envelliment cerebral. Aquest benefici es pot associar a
l'augment de la quantitat de monoamines que desencadena el tractament amb antioxidants,
mitjancant la prevencio del deteriorament monoaminérgic caracteristic de I'envelliment i
millorant-ne consequentment les funcions cognitives en rates. Un dels antioxidants més
potents de la naturalesa és l'a-tocoferol, que en molts d’estudis ha presentat efectes
prometedors en la prevencidé de diverses malalties, principalment relacionades amb
I'envelliment, com ara, la malaltia de I'Alzheimer. Les principals monoamines vinculades
amb la memoria i aprenentatge soén la 5-HT i la DA, localitzades principalment en l'estriat i
hipocamp. (Esteban et al., 2010).

OBJECTIUS

1. Estudiar l'efecte benefici6s de dos tractaments amb a-tocoferol (20mg/kg/dia i
40+60mg/kg/dia) a llarg termini sobre el deteriorament de la memoria de treball que
ocorre generalment durant I'envelliment.

2. Estudiar l'efecte que presenta el tractament amb a-tocoferol sobre el sistema
dopaminérgic de l'estriat de rata.

3. Analitzar l'efecte dels dos tractaments cronics amb a-tocoferol sobre el declivi
noradrenérgic de l'hipocamp de rates que normalment es ddéna associat a
Fenvelliment.

4. Avaluar l'efecte del tractament cronic amb a-tocoferol sobre el sistema serotoninérgic
de l'estriat i hipocamp

5. Comparar els resultats obtinguts a nivell cognitiu amb els resultats bioquimics..



4. MATERIAL | METODES

41. Animals d’experimentacié

S’han utilitzat rates mascle Sprague-Dawley joves, aproximadament 3 mesos (220-2409) i
velles d’'uns 20 mesos (500-550g), criades a l'estabulari de la Facultat de Ciéncies de la
Universitat de les llles Balears (Tipus Il, registre n°ES704000000540 a la Conselleria
d’Agricultura, Pesca i Alimentacio de la Comunitat Autonoma de les llles Balears). Els
animals varen ser mantinguts en caixes de polipropilé translicides individuals, amb cicles de
12h de llum/obscuritat, sota condicions controlades de temperatura (20-22°C) i humitat (50-
65%). Varen rebre aigua i una dieta estandard tipus A04 (Panlab®) ad limitum. Els
procediments experimentals varen ser duts a terme obeint la guia ética estandard (European
Communities Council Directive 86/609/EEC), sent els protocols aprovats pel Comité Local
Bioetic de la Universitat de les llles Balears (UIB), Espanya.

4.2. Farmac i productes utilitzats

El farmacs utilitzats en aquest treball han estat: a-tocoferol (3,4- Dihydro-2,5,7,8-tetramethyl-
2- (4,8,12-trimethyltridecyl)-2H-benzopyran-6-yl-acetate), oli de blat de moro i NSD-1015 (3-
Hydroxybenzylhydrazine dihydrochloride), tots tres procedents de la casa comercial Sigma
(Sigma-Aldrich., Madrid, Espanya).

Tots els productes requerits pel processament de les mostres i execucioé de 'HPLC han estat
obtinguts de Sigma (Sigma-Aldrich., Madrid, Espanya).

4.3. Tractaments farmacologics

Es varen realitzar dos tractaments de diferents dosis amb I'antioxidant a-tocferol, per tal de
determinar si l'efecte és proporcional a la dosi. El primer es va iniciar amb una dosis de
20mg/kg/dia (n=6), utilitzant com a vehicle de dilucié I'oli de blat de moro (1ml/kg/dia). El
tractament dura 28 dies, durant els quals es preparava diariament la dilucié del farmac i
s’ajustava atenent al pes de I'animal. Posteriorment, s’administrava via intraperitoneal entre
les 8:00 i les 9:00am, ja que és quan es produeix el canvi de llum per tal d’evitar exposar als
animals a un major estrés que pogués interferir en els resultats. Paral-lelament a aquest
tractament, es mantingueren els animals control (n=6) en les mateixes condicions que els
tractats amb tocoferol pero se’ls sotmeté a 'administracié d’oli de blat de moro (1ml/kg/dia).
El segon tractament inclou dues dosis d’a-tocoferol, administrades en dos periodes
consecutius de l'estudi. El primer periode tingué una durada de 28 dies i en ell els animals
eren tractats diariament amb una dosi de 40mg/kg (n=6), utilitzant també com a vehicle de
dilucié l'oli de blat de moro (1ml/kg/dia) Durant el segon periode s’administra una dosis de
60mg/kg/dia (n=6) i va ser efectuat seguint el mateix protocol i sobre les mateix rates de a-
tocoferol 40mg/kg/dia. Durant aquests 56dies (28+28) va continuar 'administracié d’oli de
blat de moro (1ml/kg/dia) en els animals control (n=6).

4.4. Determinacio cromatografica de P’activitat tirosina i triptofan hidroxilasa
in vivo
4.4.1. Disseccio i preparacié de mostres

Després dels tractaments cronics, les rates reberen NSD-1015 (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espanya) (100mg/kg, i.p.) i varen ser posteriorment sacrificades, passats 30 minuts
d’aquesta administracié, mitjangant decapitacié. S'utilitza NSD (clorhidrat de 3-hidroxibenzil-
hidrazina) per tal de poder determinar l'activitat de la tirosina hidroxilasa i de la triptofan
hidroxilasa, enzims limitants de les vies metaboliques de sintesi de catecolamines i 5-HT
respectivament. NSD és un inhibidor de I'enzim L-descarboxilasa dels aminoacids aromatics
centrals, de manera que la seva accié permet bloquejar la transformacié de DOPA a DA i NA



i de 5-HTP a 5-HT, i estudiar 'acumulacié de 5-HTP i DOPA in vivo durant els 30 minuts
previs al sacrifici (veure figura 9). Aquests nivells representen un indicador de la produccio
de les monoamines 5-HT, NA i DA.

Triptofan hidroxilasa

7~ N

Triptdfan 9-HTP 9-HT

Aminoacid aromatic
descarboxilasa

Tirosina L-DOPA DA NA
./ _/
Tirosina hidroxilasa Dopamina B-hidroxilasa

Fig 9. Representaci6 esquemaética de I'efecte inhibitori de NSD1015 sobre la descarboxilasa
d’aminoacids aromatics, comuna a la via dopaminergica, noradrenergica i serotoninérgica

Després del sacrifici, se n’obtingueren els cervells i es van disseccionar rapidament les
diferents regions cerebrals a analitzar sobre una placa d’alumini a 4°C. Les regions cerebrals
varen ser, per ordre d’extraccid: glandula pineal, cerebel, tronc, escorga frontal, hipotalem,
ganglis basal, hipocamp, estriat i escor¢ca cerebral (veure figura 10). Es van congelar
immediatament en nitrogen liquid, i s’emmagatzemaren a -80°C fins a ['hora dels
corresponents analisis (Esteban et al., 2010).

a)

3
1

Fig 10. Tall longitudinal del cervell de rata (a); Representacioé de les principals regions del cervell
de rata, on s’hi pot observar remarcants I’hipocamp i I'estriat (b)
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A Thora del processament de les mostres pel seu posterior analisi, les regions van ser
pesades i collocada individualment en tubs frescs disposats amb 1ml de tampod
d’homogeneitzacio (HCIO, 0,4M, K.EDTA 0,01% i Na,S,05 0,1%). S’homogeneitza el
contingut de cada tub amb un homogeneitzador Ultraturraz (tipus Tp 18/10) a velocitat
maxima durant 30 segons. A continuacio, es centrifugaren les mostres a 40000g durant 20
minuts a 4°C (centrifuga refrigerada série Biocen 22R, amb rotor Orto alresa RT222Ns
140311/01) i el sobrenedant resultant va ser filtrat amb un filtre de xeringa de teflé de
0.45um de diametre de porus (Spartan-3, Sigma-Aldrich; Millex®-LH; Millipodre; Billerica,
Mass, USA). Es tornaren a congelar a -80°C els sobrenedants filtrats fins al moment de la
quantificacio mitjancant HPLC amb deteccio electroquimica.

4.4.2. Analisi cromatografic

La técnica utilitzada en aquest treball per a mesurar els nivells de monoamines (DA, 5-HT,
NA), dels seus precursors i metabolits (DOPA, DOPAC, 5-HIAA, 5-HTP, HVA) va ser la
cromatografia liquida d’alta resoluci6 (HPLC) en fase revertida i amb deteccio
electroquimica. Aquesta técnica pretén separar composts quimics en funcié de la seva
diferent afinitat per una fase mobil i una estacionaria (veure figura 11). La fase (mobil) circula
amb intim contacte amb un solid molt porés d’elevada capacitat absorbent o un altre liquid
immiscible (fase estacionaria). Quan s’introdueix una mescla de substancies (la mostra en
qlestio) en la fase mobil, cada un dels composts avanca al llarg del sistema amb una
velocitat diferent, depenent de l'afinitat per cada una de les fases. Aixd suposa que quan la
mostra hagi acabat de recorrer la columna, cada una de les substancies préviament
introduides al sistema eluira amb un temps diferent, de manera que s’haura aconseguit
separar-les. Aixi, el mecanisme per realitzar la separacié dels composts en dissolucio és la
retencié de cada compost en la fase estacionaria durant diferents temps. Els més polars i
amb menor tamany son els que presenten més dificultat per dissoldre’s en la columna
apolar, per tant, son els primers en sortir de la columna; mentre que els que tarden més soén
els de menor polaritat i major tamany.

a) Columna

fase estacionana

Iﬂ]tﬂﬂr
' | Cromatograma

Ehient Bomba "v“fostra

fase mobil

b)

Fig 11. Esquema basic del funcionament i de les parts que integren el mecanisme de la técnica
HPLC (a); Aparell real utilitzat per a I'execucié de 'HPLC (b)

16



En aquest cas es tracta d'una HPLC de fase inversa, aixd significa que la fase estacionaria
de la que disposa és polar. Es troba situada en una columna Spherisorb S3 ODS1 (5um de
mida de particula, 4.6mm x 100mm; Waters), acoplada a una precolumna Tracer ODS2C18
(2-5um de mida de particula) (Teknokroma). Per altra banda, la fase mobil o eluent (KH,PO,
0,1 M; acid octa sulfonic 2,1 M; K.EDTA 0,1 M, metanol 10% (v/v) i 2mM NacCl ; i pH ajustat
al rang 2,72-2,76 amb H3;PO, 85%) és impulsada a un flux de 0.8ml/min mitjangant una
bomba de doble pisté tipus Waters 600 controller per tal de poder d’efectuar el recorregut i
arribar a la columna que conté la fase estacionaria.

Els composts es detectaren electroquimicament mantenint un potencial aplicat de +0.75V
front a l'electrode de referéncia in situ (Ag/AgCl) mitjangant un detector electroquimic
(Waters 2465 Electrochemical Detector). La corrent produida va ser captada per un
ordenador PC gracies al software Empower Pro de Waters®, a través d’'una interfase tipus
WAT busSAT/IN Module (Waters). Es realitza una corba estandard per a cada compost a
estudiar a partir de patrons externs (estandards). Posteriorment, s’analitzaren les mostres i,
mitjangant el software s’obtingueren unes corbes que interpolades al pic de la corba
estandard a la mostra, permeteren obtenir les concentracions de NA, DOPA, DOPAC, DA, 5-
HTP, 5-HIAA, HVA, 5-HT (veure figura 12)
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Fig 12. Analisi cromatografic representatiu d’una mostra d’estriat. S’hi identifiquen els seglients
composts per ordre de separacio: NA, DOPA, DOPAC, DA, 5-HIAA, 5-HTP, HVA, 5-HT. El pic entre
5-HTP i 5-HT correspon a NSD1015

4.5. Proves comportamentals

El Radial maze és una prova utilitzada per a la valoracié de la memoria de treball espacial.
Com es pot veure a la figura 13, consisteix en un laberint (Panlab, S.L. Barcelona, Espanya)
format per 8 bragos (70x11cm) equidistants que s’estenen a partir d’'una plataforma central
octogonal (28cm de diametre). A I'extrem de cada brag s’hi situa un pouet amb una petita
porcié de menjar. El fet de que els animals hagin estat sotmesos a deju durant les 48 hores
prévies a l'inici del test, amb lliure accés a l'aigua, actua com a refor¢ motivacional per tal de
que els animals entrin als bragos per a trobar-hi menjar.

En la versié estandard de Radial Maze, el primer contacte dels animals amb el laberint
s’anomena habituacio i consisteix en facilitar al subjecte I'exploracié de la infraestructura
durant 3 dies, 15 minuts cadascun (Tarragon et al., 2012). Per comencar el test, cal situar
els animals al centre de la plataforma. Durant el transcurs de la prova, s’anoten els bragos
que ha visitat i el temps transcorregut. Es déna per acabada quan ja han estat visitat tots els
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bracos o bé quan s’ha arribat al temps maxim de 20 minuts. Cal que el laberint sigui netejat
amb etanol al 95% entre cada test per tal d’eliminar possibles olors d’animals anteriors.

Els resultats s’analitzen mitjangant un programa especific per a Radial Maze: Smart v2.5
(Panlab, S.L., Barcelona, Espanya).

Cal considerar dos parametres: el temps necessari per a completar el laberint (amb un
temps maxim de 20 minuts) i els errors comesos durant el procés, ja sigui per bracos
revisitats o sense visitar.

Fig 13.Aparell utilitzat per a la valoraci6 de la memoria de treball, el Radial

4.6. Analisi matematic

Els resultats s’expressaren com a valors mitjans + error estandard de la mitjana.

L’analisi estadistic dels resultats es realitza mitjancant analisi de la variangca (ANOVA) seguit
dels test post hoc de Bonferroni, quan es comparaven més de dos grups experimentals
(control, 20mg i 40+60mg), mentre que el test t de Student s'utilitza quan es compararen
estadisticament dos grups d’animals (un dels tractaments amb a-tocoferol i el control). Per a
realitzar lanalisi estadistic s'utilitza el software GraphPat Prism 5. Es considera
estadisticament significatiu un nivell minim de probabilitat (p) igual o inferior a 0.05.
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5. RESULTATS

5.1. Efecte de I'envelliment sobre el sistema monoaminérgic de I'estriat i
hipocamp

La taula 1 indica la mitjana + SEM del contingut de DOPA, DA, DOPAC, 5-HIA, 5-HTP, HVA

i 5-HT en estriat de rates joves i velles. Aquesta taula permet veure el declivi d’aquests
neurotransmissors, precursors i metabolits en I'envelliment.

Estriat DOPA DA DOPAC 5-HIA 5-HTP HVA 5-HT

Control 1809 + 15549 311+ 2000 + 320 = 665+ | 1500
joves 53 + 691 17 261 29 21 66
Control 931+ 8120 164 + 1131 175 343 783
velles 507 4289 85 502 84 186 414

Taula 1. Contingut de DOPA ,DA, DOPAC, 5-HIA, 5-HTP, HVA i 5-HT en l'estriat de rates joves i
velles, respectivament. S’expressa en forma de mitjana + SEM (pg/mg teixit humit). Aquestes
dades han estat sotmeses a ’analisi estadistic mitjangant el test t-Student. Les diferéncies entre
control joves i control velles son significatives ja que s’ha obtingut un p-valor<0.05.

La taula 2 mostra la mitjana + SEM (error estandard de la mitjana) dels nivells de NA, DOPA,
5-HIA, 5-HTP i 5-HT quantificats a les mostres d’hipocamp pertanyents a rates joves i velles.
Es pot observar una disminucié dels 5 composts amb I'edat.

Hipocamp NA DOPA 5-HIA 5-HTP 5-HT
Control 1243 + 89 98 +16 797+ 46 195 + 13 472 + 44
joves
%Zﬂgg' 4314 +651 | 43,9+9.0 |3491+ 79.9 | 1122+156 | 277,8 +40.1

Taula 2. Contingut de NA, DOPA, 5-HIA, 5-HTP, 5-HT en I'hipocamp de rates joves i velles,
respectivament. S’expressa en forma de mitjana £+ SEM (pg/mg teixit humit). Aquestes dades han
estat sotmeses a ’analisi estadistic mitjancant el test t-Student. Les diferencies entre control joves i
control velles sén significatives ja que s’ha obtingut un p-valor<0.05

5.2. Efecte del tractament amb a-tocoferol sobre la memoéria de treball
espacial en rates velles mitjangant el Radial-maze.

En el present estudi s’ha avaluat I'efecte del tractament amb a-tocoferol 20mg i a-tocoferol
40+60mg sobre la memoria de treball en rates velles mitjancant la prova del laberint radial
de 8 bragos (Radial Maze) (taula 3). El tractament amb vehicle en el grup control no ha
provocat canvis en la memoria de treball al llarg de tractament. En canvi, aquells grups
tractats amb a-tocoferol 20mg i a-tocoferol 40+60mg han presentat millores cognitives: s’ha
observat un decreixement gradual d’ambdds grups i després dels 28 dies de tractament
quant al temps requerit per a completar la prova (33.3% i 36.7%, respectivament) i en el
nombre d’errors (5.7 i 52.2%, respectivament). L’analisi estadistic ha demostrat diferéncies
significatives entre el temps requerit per a completar la prova del grup control respecte tant
del tractament tocoferol 20 com tocoferol 40+60. Quant al nombre d’errors, s’han presentat
diferéncies significatives al comprar el grup tractat amb a-tocoferol 40+60 amb el grup
control i també quan s’ha comparat els tractats amb a-tocoferol 40+60 amb els a-tocoferol
20.



Els resultats deixen evidéncia de I'eficacia del tractament amb a-tocoferol a diferents dosis
sobre la memoria de treball, aixi com suggereixen que una administracié suplementaria
d’aquest compost podria ser utilitzada com a métode no invasiu de proteccié contra el
deteriorament cognitiu en I'envelliment normal del cervell.

Grup i tractament

% de decreixement en
temps (28 dies)

% de decreixement en n°
d’errors (28 dies)

Tocoferol 20 mg

33.3+0.8**

5.7+0.6

Tocoferol 40+60mg

36.7 £ 0.9

52.2 £ 0.4***

Taula 3. Efecte de I'a-tocoferol 20mg (n=8) i tocoferol 40+60mg (n=6) sobre la memoria de treball en
rates velles, determinat mitjangant la prova del laberint radial (Radial Maze) realitzada als 28 dies del
tractament. Les dades s’expressen com a mitjana + SEM del % de decreixement respecte del grup
control de la mateixa edat tractat amb vehicle (n=7). El temps mitja, en valor absolut, del grup control
vell ha estat de 16.17+1.9minuts. El nombre d’errors mitia comesos pel grup control vell ha estat de
12+1. El nombre d’errors inclou la suma de bragos no visitats al final del temps maxim establert (20
minuts) i les reentrades en un mateix brag. Les dades han estat sotmeses a I'analisi ANOVA one-way
i s’han considerat diferéncies significatives quan p<0.05. Les * representen el p-valor al comprar el
tractament amb qliestio respecte del control.

5.3. Efecte del tractament d’a-tocoferol sobre els sistemes monoaminérgics
de I'estriat en rates velles.
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Fig 14. Efecte de dues dosis d’alfa-tocoferol (20mg i 40+60mg) sobre I'acumulacié de DOPA (n=6),
DA (n=6), DOPAC (n=6) i HVA (n=6) per tocoferol 20, i n=5 per tocoferol 40+60) després de la
inhibici6 del I'enzim L-aminoacid aromatic descarboxilasa mitiancant NSD-015 (100mg/kg,
intraperitoneal). Els grups de rates control (n=6) varen ser tractats amb vehicle sali (1mg/kg/dia). Les
columnes (ng/g) representen la mitjiana + error estandard de la mitjana, ambdoés obtinguts de I'analisi
dels n animals per grup. L’estadistica es basa en I'analisi one-way de la varianca (ANOVA) seguit
pel test post-hoc de Bonferroni. També s’ha realitzat el test T-Student. Les * representen el p-valor
que s’obté quan es compara un dels dos tractaments amb el grup control: (*)p<0.05 ; (**) p<0.01 ;

(***)n<0 001
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L’estriat és una regié on hi ha abundants neurones serotoninérgiques i dopaminérgiques.
Per aix0, es determinaren els nivells de DOPA, DA, DOPAC, HVA, 5HIAA, 5-HT i 5HTP, en
estriat de rates velles.

La figura 14 mostra la quantitat (pg/mg teixit humit) de DOPA (precursor de DA), DA,
DOPAC i HVA (principals metabdlits) en I'estriat. Es pot observar un augment significatiu de
DOPA amb les dues dosis d’a-tocoferol respecte del control. Quant a la DA, sota els
tractaments de tocoferol no presenta variances significatives respecte del control, ni entre
dosis. Finalment, el tractament amb tocoferol 40+60 suposa un increment significatiu del
contingut de DOPAC a l'estriat, mentre que és la dosi de tocoferol 20mg representa un
augment considerable estadisticament de la quantitat de HVA en l'estriat.

La figura 15 mostra la quantitat (pg/mg teixit humit) de 5-HT, del seu precursor (5-HTP) i el
seu principal metabolit (5-HIA), en l'estriat després del tractament amb diferents dosis de
tocoferol. Cap dels tres composts presenten diferéncies significatives ni entre els

tractaments ni respecte el control.
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Fig 15. Efecte de dues dosis d’alfa-tocoferol (20mg i 40+60mg) sobre I'acumulacié de 5-HTP (n=6), 5-
HT (n=6 tocoferol 20, i n=5 per tocoferol 40+60) i HIA (n=6) i HVA (n=5 per control, i n=6 per
tocoferol20 i tocoferol40+60) després de la inhibicié del I'enzim L-aminoacid aromatic descarboxilasa
mitjiangant NSD-015 (100mg/kg, intraperitoneal). Els grups de rates control (n=6) varen ser tractats
amb vehicle sali (1mg/kg/dia). Les columnes (ng/q) representen la mitjana t+ error estandard de la
mitjiana, ambdds obtinguts de I'analisi dels n animals per grup. L’estadistica es basa en l'analisi one-
way de la varianga (ANOVA) seguit pel test post-hoc de Bonferroni. També s’ha realitzat el test T-
Student. Les * representen el p-valor que s’obté quan es compara un dels dos tractaments amb el grup

control: (*)p<0.05 ; (**) p<0.01 ; (***)p<0.001.
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5.4.

Efecte del tractament amb a-tocoferol sobre el sistema monoaminérgic
de I'hipocamp de rates velles

L’hipocamp és una regié que presenta un gran nombre de neurones noradrenérgiques i
serotoninérgiques. Per aixd, s'utilitza 'HPLC per determinar els nivells de DOPA, NA,
DOPA, 5-HTP, 5-HT i 5-HIAA.
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Fig 16. Efecte de dues dosis d’a-tocoferol (20 i 40+60mg) sobre I'acumulacié de DOPA (n=6), NA
(n=6), 5-HTP (n=4), 5-HT (n=6), i 5-HIAA (c; n=6 per tocoferol20, i n=5 per tocoferol40+60)
després de la inhibici6 del I'enzim L-aminoacid aromatic descarboxilasa mitjangcant NSD-015
(100mg/kg, intraperitoneal). Els grups de rates control varen ser tractats amb vehicle sali
(1mg/kg/dia). Les columnes (ng/g) representen la mitjiana + error estandard de la mitjana, ambdés
obtinguts de l'analisi dels n animals per grup. L’estadistica es basa en l'analisi one-way de la
varianca (ANOVA) seguit pel test post-hoc de Bonferroni. També s’ha realitzat el test T-Student.
Les * representen el p-valor que s’obté quan es compara un dels dos tractaments amb el grup
control: (*)p<0.05 ; (**) p<0.01 ; (***)p<0.001.
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La figura 16 mostra la quantitat (pg/mg teixit humit) de DOPA i NA a I'hipocamp d’animals
control i tractats amb diferents dosis d’a-tocoferol (20 i 40+60) durant 28 dies de tractament.
Es pot observar un augment significatiu de la quantitat de DOPA a 'hipocamp amb les dues
dosis d’alfa tocoferol, 20 i 40+60mg respecte al control. També s’observa un augment
significatiu en l'acumulaci6 de NA a lhipocamp amb les diferents dosis d'a-tocoferol,
respecte del control.

En la figura 16 també es pot observar la quantitat (pg/mg teixit humit) de 5-HT, del seu
precursor (5-HTP) del seu principal metabdlit (5-HIA) a I'hipocamp, després del tractament
cronic amb les diferents dosis d’a-tocoferol. En aquest cas es pot observar un augment
significatiu de 'acumulacié de 5-HTP en el cas del tractament tocoferol 20mg respecte del
grup control. No es presenten diferéncies significatives sobre el contingut de 5-HTP entre els
dos tractaments. Les dues dosis de tocoferol (20 i 40+60) suposen un augment de 5-HT a
I'hipocamp, perd no significatiu respecte del control. No s’observen diferéncies significatives
entre tractaments ni respecte al control en el contingut de 5-HIAA a 'hipocamp



6. DISCUSSIO

6.1. Efecte de I’envelliment sobre el sistema monoaminérgic d’hipocamp i
estriat

Tot i la controvérsia de l'efecte de l'edat sobre els sistemes adreneérgic, colinérgic,
dopaminérgic i serotoninérgic (Finche i Roth, 1999; Fisher et al., 1992; McEntee i Crook,
1991; Morgan i May, 1990; Pradhan, 1980), aquest estudi defensa [lalteracié de la
neurotransmissid6 monoaminérgica del cervell amb Tl'edat (Esteban et al.,, 2010),
concretament a I'hipocamp i estriat, i dona suport a la reduccié de la capacitat de les
neurones per sintetitzar els neurotransmissors que actuen en les sinapsis amb l'edat
(Alvarez i Sabatini, 2007), ja que s’ha observat un declivi considerable de totes les
monoamines (NA, 5-HT i DA), precursors (DOPA i 5-HTP) i metabolits (DOPAC, 5-HIA,
HVA) subjectes d’estudi.

6.2. Efecte del tractament amb a-tocoferol sobre la memoria de treball

Els resultats obtinguts amb la prova del Radial Maze indiquen una clara millora de la
memoria de treball dels individus tractats amb a-tocoferol ja que aquests presentaren una
disminucié dels temps necessari per completar el test, aixi com del nombre d’errors
comesos, respecte del grup control. El percentatge de disminucié del temps i del hombre
d’errors augmenta amb la dosi de tocoferol, de manera que els subjectes tractats amb
40+60mg/kg/dia d’a-tocoferol demostraren major habilitat en 'execucioé del test.

6.3. Efecte de I’'envelliment i del tractament amb a-tocoferol sobre el sistema
dopaminérgic i serotoninérgic de I'estriat

Durant I'envelliment s’ha observat una disminucié de la neurotramissié dopaminérgica en
lestriat (Ponzio et al., 1982; Giorgi et al., 1987; Stoessl et al., 1989; Marshall i Rosenstein,
1990), modificaci6 que es pot veure implicada en alteracions motores i cognitives
observades en individus vells (Murray i Waddington, 1991). No s’han evidenciat les
possibles causes de la disminucié dels nivells de DA perd algunes de les propostes sén la
pérdua neuronal, amb una mitjana de 3% per década en la substancia negra (Fearnly et al.,
1991),pérdua de sinapsis (Colman et al., 1997; Mora et al., 2007), o bé pérdua especifica de
proteines de les neurones (Mesco et al., 1993).

En aquest estudi, el sistema dopaminérgic ha estat analitzat amb més profunditat a 'estriat
que a l'hipocamp, ja que, tal i com es menciona a la introduccié, una de les tres rutes
d’aquest sistema és la nigro-estriatal, en la qual, els axons que la formen desemboquen a
lestriat (nuclis caudat i putamen). De fet, aquest conté un 80% de tota la DA cerebral
(Weiner i Molinoff, 1989). No obstant, en avancades edats i en abséncia de trastorns
neurologics, els nivells de DA i de neurones amb DA del mesencéfal, on s’hi troba la
substancia negra, disminueix fins a un 50% (Morgan et al., 1987).

La quantitat de DOPA observada en el present estudi és el resultat de I'accié de la tirosina
hidroxilasa. Perd, a més, cal tenir en compte que la DOPA-descarboxilasa s’ha vist inhibida
durant la darrera mitja hora de vida del subjecte, de manera que la quantitat de DOPA
reflexa el total de DOPA acumulat en mitja hora, ja que cap fraccié d’aquesta ha pogut ser
metabolitzada a DA. S’ha observat un augment significatiu de DOPA en l'estriat de rates
tractades amb a-tocoferol (amb ambdues dosis) respecte del grup control. Tal augment de
DOPA equivaldra a un augment de la sintesi DA ja que 'enzim DOPA-descarboxilasa no és
Fenzim limitant, de manera que I'acumulacié de DOPA dependra directament de l'activitat de
la tirosina hidroxilasa, que si que és el limitant.

Tot i 'augment del precursor de la DA, DOPA, no s’ha observat un augment del contingut
d’aquesta monoamina a I'estriat.

El metabolit principal de la DA en el cervell de rata és el DOPAC, mentre que en el de
primats és I'HVA, de manera que la formaciéo de DOPAC pot ser utilitzada com a indicador
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de lactivitat dopaminérgica en rata (Cooper, 1996). Molts d’estudis han confirmat la
disminucié de 'HVA amb l'edat (McCormack et al., 2004), aixi com també en el putamen i
caudat de micos d’avangada edat, tot i que no s’han detectat diferencies per a la relacié
HVA/DA (Collier et al., 2007). En el prest estudi, 'administracié d’afa-tocoferol ha suposat
contrarestar l'efecte caracteristic de I'envelliment, ja que ha desencadenat un augment
significatiu dels metabdlits de la DA en l'estirat: DOPAC, per una dosi d'a-tocoferol de
40+60mg/kg/dia, i HVA quan la dosi administrada va ser de 20mg/kg/dia. Tenint en compte
que els metabdlits dels neurotransmissors es generen quan aquests sén alliberats a I'espai
sinaptic i posteriorment degradats, 'augment dels metabolits DOPAC i HVA pot ser
consequeéncia de la transmissio d’estimul nerviés i sinapsis en les terminals nervioses que
s’estudien. Aquest augment dels metabdlits explicaria perqué els nivells de DA no
augmenten tot i fer-ho els de DOPA.

Resumint, 'a-tocoferol ha suposat un augment de la sintesi de DA, ja que s’ha produit un
increment dels nivells de DOPA. Les rates tractades amb aquest antioxidant han presentat
major activitat dopaminérgica, reflectida en un increment dels metabolits DOPAC i HVA.

El sistema serotoninérgic ha estat estudiat tant a I'hipocamp com a estriat, ja que les
cél-lules serotoninérgiques es troben agrupades en 7 nuclis principals, dels quals neixen
fibres que desemboquen, entre d’altres regions, a 'hipocamp i ganglis basals (putamen,
caudat i globus pal-lid) (Nestler et al., 2001).

L’etapa limitant de la ruta de sintesi de la 5-HT és la hidroxilacio del triptdfan, catalitzada per
la triptofan hidroxilasa, de manera que aquest enzim és molt important per a la correcte
neurotransmissié d’aquesta monoamina (Struder et al., 2001; Fernstrom et al., 1972). Aixi,
una disminucié de I'activitat o quantitat d’aquest enzim es veu reflectida en una consequent
reduccié dels nivells de 5-HT intraneuronal i generalment també de 5-HIAA (el principal
metabolit de la 5-HT), tal i com s’ha determinat préviament en rates envellides (Esteban et
al., 2010) i coloms anillats (Garau et al., 2006). En aquest estudi, 'activitat del triptdofan
hidroxilasa es pot fer visible observant 'acumulacié que es déna durant 30 minuts in vivo de
5-HTP, gracies a la inhibicié de 'enzim que s’encarrega de catalitzar la conversio d’aquest a
5-HT, és a dir, 'enzim L-aminoacid aromatic descarboxilasa. La hipotesi inicial plantejava un
augment de la 5-HT en l'estriat com a resultat de 'administracié de I'a-tocoferol, i com a
mecanisme per a contrarestar I'efecte de I'envelliment i les conseqliéncies esmentades. No
obstant, en I'estriat no s’ha observat 'augment significatiu de 5-HTP, 5-HT ni HIAA.

6.4. Efecte de I’'envelliment i del tractament amb a-tocoferol sobre el sistema
noradrenérgic i serotoninérgic de I’hipocamp.

Com s’ha comentat a la introduccio, la NA es sintetitza a partir de la DA principalment en
neurones del locus coeruleus, els axons de les quals es dirigeixen al cerebel, medul-la
espinal, hipocamp, talem i escorga cerebral (Vera, 2005). Es per aixd que la sintesi de la NA
ha estat estudiada unicament a 'hipocamp i no en estriat. El precursor de la NA que ha estat
estudiat en aquest treball és la DOPA. S’ha observat un augment significatiu de la DOPA en
'hipocamp de rata, suggerint també una major activitat i/o quantitat de la tirosina hidroxilasa
en aquesta regid. L’'augment de DOPA permet explicar I'increment del contingut de NA que
s’ha donat en hipocamp. El catabolisme de la NA no ha pogut ser estudiat degut a les
limitacions metodologiques de la técnica HPLC.

Alguns estudis han demostrat que la tirosina hidroxilasa de l'estriat de rata presenta una
disminucio de la seva activitat amb I'edat (Ponzio et al.., 1982). Aquests resultats es troben
recolzats pel declivi del nombre de neurones de la substancia negre (Sabel i Stein, 1981). A
més, també s’ha demostrat la seva inhibicid mitjancant I'oxidacié (De la Cruz et al., 1996;
Borges et al., 2002) i se I'ha considerat un enzim propens a l'oxidacio (Friedman et al. 1972).
Aixi, I'a-tocoferol, podria actuar en primer nivell realitzant la funcié basica com a antioxidant i
impedint la inactivacié de la tirosina hidroxilasa.
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A diferéncia dels resultats obtinguts en l'estriat, a I'hipocamp d’individus tractats amb a-
tocoferol 20mg/kg/dia si que s’ha observat un increment dels nivells de 5-HTP respecte dels
pertanyents a individus control. Aquest increment revela un augment de l'activitat de I'enzim
limitant, suggerint I'agilitzaci6 de la ruta de sintesi de 5-HT. El tractament d’a-tocoferol
40mg/kg/dia sembla exercir una tendéncia a augmentar els nivells de 5-HTP, perd que no
s’arriba a fer significativa degut a la dispersié de les dades. Tot i 'augment significatiu del
contingut de 5-HTP, no s’ha vist que sigui suficient com per incrementar els nivells de 5-HT
ni 5-HIAA.

Estudis centrats amb la triptdfan hidroxilasa han revelat un augment de la seva activitat en
rates madures respecte joves, perdo també una posterior disminucié de l'afinitat pel seu
substrat de quasi 7 vegades en el mesencéfal en rates velles respecte madures (Hussain et
al.,, 2000). S’ha proposat que aquest comportament oscil-latori pot ser el resultat de
variacions en la fosforilacié d’aquest enzim (Hussain et al., 2000), duta a terme per la
proteina kinasa A (Johansen et al.., 1996) i proteines kinases dependents de calci-
calmodulina (Furukawa et al., 1992). Aquesta hipotesi es troba recolzada pels estudis que
demostren una disminucié amb l'edat del contingut de calmodulina en varies regions del
cervell (Teolato et al., 1983), aixi com de I'activitat de I'adenilat ciclasa, que consequentment
activa la proteina kinasa A (Hoskins et al., 1986). A més de la disminucio dels nivells de 5-
HT que es donen amb I'edat, cal esmentar la reduccio del nombre de llocs d’'unié d’aquesta
monoamina en el lobus frontal, occipital i hipocamp (Arranz et al., 1993; Cheetham et al.,
1988), fet que probablement contribueixi als efectes causats per la manca de funcié de la 5-
HT.

Aixi, tant en hipocamp com en estriat s’ha observat un major efecte beneficiés sobre el
sistema catecolaminérgic que sobre el serotoninérgic. L’elevada sensibilitat que s’ha
demostrat que presenta la triptdfan hidroxilasa davant el dany oxidatiu podria explicar
perqué el sistema dopaminérgic i noradrenérgic presenten un major benefici quan sén
sotmesos al tractament amb a-tocoferol que el que ho fa el sistema serotoninérgic.

Davant els resultats bioquimics obtinguts en aquest estudi, es pot pensar que la vitamina E
desencadena d’alguna manera un augment de la quantitat o activitat de tirosina hidroxilasa i
triptofan hidroxilasa, millorant les vies de sintesi principalment dopaminérgica i, en menor
mesura, serotoninérgica. Com ja s’ha vist en la introduccié la influéncia de I'a-tocoferol sobre
la transcripcié de varis gens vinculats amb l'estrés oxidatiu, proliferacio, inflamacié i apoptosi
(Mocchegiani et al., 2014), no es pot descartar que també actui a nivell de I'expressio dels
gens que codifiquen per la tirosina i triptdfan hidroxilases o bé dels gens que els regulen. No
obstant, és meés probable que l'efecte beneficidés del tractament amb a-tocoferol sigui o bé
degut a un efecte protector front al declivi de la quantitat de neurones caracteristic de
'envelliment o bé com a conseqliéncia de modificacions post-transcripcionals que modulin la
seva activitat, com fosforilacions.

Cal mencionar que en general s’ha obtingut una major dispersié de dades, resultant en
major error estadistic, en el tractament 40+60mg/kg/dia que en el 20mg/kg/dia. Es proposen
dues hipotesis per a tal efecte. La primera postula que pot deure’s a diferéncies causades
per error dins el grup experimental, ja siguin géniques per mescla de camades, o bé
fisioldogiques. La segona defensa que l'a-tocoferol podria exercir diferents efectes, i que
alguns predominen a baixes dosis i d’altres a elevades.
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6.5. Correlacioé entre els resultats cognitius i bioquimics de rates sotmeses
al tractament amb a-tocoferol

El progressiu deteriorament en les funcions motora i mental que es déna amb I'edat pot
comprometre I'habilitat de I'individu envellit a mantenir un estil de vida independent i actiu
(Cruz-Sanchez et al., 1997). Com que l'activitat locomotora exploratoria involucra el sistema
monoaminérgic (Esteban, 2010), els esmentats resultats comportamentals recolzen els
bioquimics.

Els processos d’aprenentatge i memoria es troben parcialment regulats per I'activitat de la 5-
HT i DA (Gonzalez-Burgos et al., 2008), sent 'hipocamp i I'estriat les regions del cervell
involucrades en la regulacié del processament de la memoria en adults (Gonzalez-Burgos et
al., 2008; Adams et al., 2008).

Una de les consequéncies de l'envelliment és el déficit cognitiu que es manifesta, per
exemple, en el deteriorament en l'aprenentatge (Forster et al., 1994). Relacionat amb el
sistema monoaminérgic, 'exhauriment de DA en el prosencéfal provoca un deteriorament en
la memodria de treball (Brozoski et al., 1979), mentre que la concentracié cortical de DA s’ha
correlacionat negativament amb el nombre d’errors efectuats en la tasca d’alternanca del t-
maze test (Sahakian et al., 1985). A més, estudis realitzats sobre ratolins transgénics que
sobreexpressen el gen de la tirosina hidroxilasa han reportat una activitat locomotora
augmentada (Soderpalm et al., 1999). Recolzant el paper de la DA, un altre estudi ha posat
de manifest que la reduccié de DA en l'estriat associada a I'edat, contribueix a la interrupcio
de la funcié motora (McNeill et al., 1984). Per altra banda, durant la memoria de treball
augmenta la 5-HT alliberada en l'estructura aviar analoga al cortex prefrontal de mamifers
(Krakuyu et al., 2007). A més, s’ha suggerit que la reduccié de NA cortical associada a I'edat
es troba associada amb déficits en 'aprenentatge espacial i memoria en rates velles (Collier
et al., 2004).

Aquesta bibliografia recolza l'efecte positiu que suposa la millora dels sistemes
dopaminérgic i noradrenérgic sobre [l'execucié de tasques cognitives, podent ser
consequéncia del tractament amb l'a-tocoferol. La DA destaca pel seu paper controlant
activitats cognitives, principalment funcions executives, com la planificaci6, memoria
temporal, atencié o flexibilitat mental (Cools et al., 2002), aixi com també l'activitat motora
(Fibiger, 1993). Per aix0, es pot adjudicar a 'augment de DOPA, en estriat i hipocamp
provocat pel tractament d’a-tocoferol (20 i 40+60), com a responsable parcial de la millora
cognitiva mencionada.

En el present estudi, la millora en I'execuciéo de la prova del Radial Maze després del
tractament amb a-tocoferol es troba en correlaci6 amb 'augment de monoamines observat
en hipocamp i estriat. Aixi, sembla que la millora principalment del sistema dopaminérgic i
noradrenérgic i, en menor mesura, serotoninérgic, de I'hipocamp i estriat participa en els
efectes comportamentals induits per I'a-tocoferol.

Aquests resultats suposen un aveng en el coneixement dels efectes de I'a-tocoferol sobre
les catecolamines estudiades, els quals es poden enfocar cap a futures terapies per a la
prevencié o retras del deteriorament cognitiu i motor associat a I'envelliment natural o a
malalties neurodegeneratives. No obstant, es requereixen més estudis per dilucidar els
mecanismes d’accio de I'a-tocoferol i les possibilitats d’aplicar-ho a tractaments en humans.
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7. CONCLUSIONS

1. L’envelliment de rates suposa una reduccié dels sistemes dopaminérgic,
noradrenérgic i serotoninérgic en hipocamp i estriat, en concordangca amb estudis
previs.

2. El tractament cronic amb a-tocoferol (20mg/kg/dia i 40mg/kg/dia) suposa la millora de
la memoria de treball de rates velles respecte del grup control, considerada en base
a la reduccié del nombre d’errors i del temps necessari per a completar la prova del
Radial Maze.

3. El tractament cronic amb a-tocoferol (20mg/kg/dia i 40mg/kg/dia) suposa un augment
significatiu de la sintesi de DA a l'estriat, en base a l'augment d’acumulacié de
DOPA.

4. El tractament cronic amb a-tocoferol (20mg/kg/dia i 40mg/kg/dia) evidencia un
augment significatiu de la sintesi de NA, en base a laugment d’acumulacié de
DOPA, i del contingut total de la mateixa a I'hipocamp.

5. El tractament cronic amb a-tocoferol (20mg/kg/dia) implica un increment significatiu
de la sintesi de 5-HT a I'hipocamp, en base a 'augment d’acumulacié de 5-HTP.

6. Els resultats obtinguts a nivell cognitiu i bioquimic conclouen l'existéncia d’'una
correlacié entre I'efecte beneficids que exerceix el tractament amb a-tocoferol sobre
la memoria de treball i sobre els sistemes catecolaminérgics en estriat i hipocamp.
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