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Abstract

En els Udltims anys, degut a 'augment de I'esperanga de vida, ha augmentat
'interées per a assolir un envelliment saludable. El pas del temps és
acompanyat d’un augment de I'estat inflamatori basal i una desregulacié del
sistema immunitari que facilita I'aparicié de malalties neurodegeneratives com
per exemple la malaltia d’Alzheimer (MA). La intervencio nutricional pot jugar un
paper molt important en la lluita contra l'inflammaging. El plasma assecat per
polvoritzacié (SDP) presenta efectes anti-inflamatoris a nivell cerebral, ja que
redueix I'estat oxidatiu i la neuroinflamacié en ratolins senescents. L’objectiu
d’aquest treball ha estat determinar els efectes de la suplementaci6 amb SDP
sobre marcadors de la MA. En aquest estudi es van utilitzar ratolins SAMP8 de
2 mesos (referéncia jove) i 6 mesos d’edat que van ser alimentats amb pinso
control o bé amb pinso suplementat amb SDP durant 4 mesos. En aquests
ratolins es va analitzar la memoria a curt i llarg termini, I'expressio cerebral de
citocines pro-inflamatories i altres marcadors caracteristics de la MA. Els
ratolins SAMP8 de 6 mesos presenten un deteriorament de la memoria a curt i
llarg termini, associat a un increment de citocines pro-inflamatories, al
processament aberrant de precursors amiloides i a la fosforilacié de la proteina
tau. En aquest estudi, hem observat que els ratolins SAMP8 alimentats amb
pinso amb SDP mostren una reduccié de marcadors caracteristics de la MA,
com son la perdua de memoria a curt i llarg termini, la preséencia de tau
fosforilada, i la neuroinflamacié. Aixi doncs, podem concloure que 'SDP mostra
un cert paper neuroprotector davant la MA, ja que redueix marcadors
caracteristics d’aquesta patologia, reduint la neuroinflamacié i la pérdua de

memoria.



index d’abreviatures

APP Proteines precursores amiloides; Amyloid precursor protein

BSA Albumina serica bovina; Bovine serum albumin

CDK5 Ciclina depenent de quinasa 5; Cyclin dependent kinase 5

DTT Ditiotreitol

EDTA Acid etilendiaminotetracétic; Ethylenediaminetetraacetic acid
GSK3p Glucogen sintasa quinasa 3 beta; Glycogen synthase kinase-3
beta

ID index de discriminacio

IL Interleucina

MA Malaltia d’Alzheimer

NFT Cabdells neurofibril-lars; Neurofibrillary tangle

NORT Test de reconeixement d’objectes; Novel object recognition test
PBS Solucié amortidora de fosfats; Phosphate-buffered saline

PMSF Fluorur de fenilmetilsulfonil; Phenylmethylsulfonyl fluoride

PVDF Fluorur de polivinil; Polyvinylidene fluoride

RT-PCR Reaccié en cadena de la polimerasa en temps real; Real time

polymerase chain reaction

SAMP8 Ratoli propens a la senescéncia accelerada 8; Senescence

accelerated mouse prone 8
SDP Plasma assecat per polvoritzacio; Spray-dried plasma

Tof-B Factor de creixement transformador beta; Transforming growth

factor beta

TNF Factor de necrosi tumoral; Tumor necrosis factor
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1.- Introduccioé

A dia davui no existeix una definici6 universalment acceptada sobre
'envelliment. Tot i aixd, es pot considerar com la decadéncia funcional
depenent del temps que afecta a la majoria d’organismes vius (1). L’acumulacio
gradual d’'una gran varietat de danys moleculars i cel-lulars augmenten el risc
de moltes malalties i en general, disminueixen les capacitats de lindividu.
Malgrat tot, aquests canvis no son lineals ni uniformes, i existeix una gran

variabilitat interpersonal.

Al llarg de les ultimes decades, I'esperanga de vida ha anat augmentant en
molts paisos, pero el deteriorament fisic i mental disminueix la qualitat de vida
de la gent gran i n'augmenta les despeses mediques. Conéixer els processos i
mecanismes que promouen o retarden I'envelliment és vital per a aconseguir

una bona qualitat de vida per a aquest col-lectiu.

Tanta importancia cobra aquesta questid6 actualment, que la Assemblea
General de les Nacions Unides ha declarat del 2021-2030 la Decada de
I'Envelliment Saludable dins la seva agenda per 2030. Es necessari entendre
les implicacions dels canvis demografics actuals, aixi com els principals
obstacles que troben les persones grans, per a que les societats estiguin

preparades per a atendre-les.
1.1.- Envelliment i deteriorament cognitiu

El deteriorament cognitiu progressiu es considera un element inevitable de
'envelliment, ja que existeix un increment en la senescéncia cel-lular de
neurones i microglia, un augment de l'apoptosi, de I'agregacié de proteines,
disfuncié mitocondrial i també del grau d’oxidacio de proteines, lipids i de DNA
(2). Els agregats de proteina com la 3-amiloide, o la hiperfosforilacié de la
proteina tau, son els principals marcadors a tenir en compte a I'hora d’avaluar
el grau de neurodegeneracio (3). La inflamacio cronica i I'estrés oxidatiu també
son factors implicats en la patogenesi de les malalties neurodegeneratives, ja
que el sistema nervids central esta en constant comunicacié amb el sistema

immunitari (4).



Arees especifiques del cervell com el cortex i I'hipocamp, sén especialment
vulnerables al deteriorament estructural i funcional associat a I'envelliment.
Aquestes arees del cervell juguen un paper important en la formacié de
records. Les malalties neurodegeneratives impliquen un deteriorament de les
funcions cognitives, sobretot de l'aprenentatge i de la memoria (5). Els
polimorfismes genétics i I'envelliment sén els factors de risc més comuns per al
desenvolupament d’aquestes, tot i que queda molt cami per recorrer per

coneixer els processos involucrats en I'evolucié d’aquestes afeccions.
1.2.- Dieta i envelliment

L’estil de vida, i més concretament la dieta, tenen un paper vital en I'aparicio i
progressié de moltes malalties no transmissibles associades a I'envelliment,
com la hipertensio, la diabetis tipus I, i la sindrome metabdlica entre d’altres.
La dieta pot ser una eina fonamental per a atenuar la immunosenescencia i el
deteriorament cognitiu (6). Ho pot fer regulant processos especifics, disminuint
la inflamaci6é cronica i/o revertint canvis epigenétics que apareixen durant

I'envelliment (7).

El correcte funcionament del sistema immunitari esta directament influenciat
pels aliments que ingerim. Tenir déficits d’algunes vitamines o minerals, una
insuficient ingesta proteica o consumir un excés d’acids grassos saturats pot
arribar a comprometre la capacitat de resposta i la regulaci6 del sistema
immunitari (8). De fet, la desnutricié és particularment comu entre les persones

amb malalties neurodegeneratives (9).

La malaltia d’Alzheimer (MA) és un trastorn neurodegeneratiu que condueix al
deteriorament cognitiu per I'acumulacié i disposicid de proteina B-amiloide
degut al processament aberrant de proteines precursores amiloides (APP), i la
formacio de cabdells neurofibril-lars (NFTs) per 'acumulacié de proteina tau
hiperfosforilada (p-tau). Ambdds processos van acompanyats de perdua de
neurones (10). Tau és una proteina que s’uneix als microtubuls i contribueix en
I'estabilitat axonal. La hiperfosforilaci6 de tau fa que aquestes proteines es
desenganxin dels microtubuls i s’acumulin en forma d’NFTs que alteren
I'estabilitat axonal i la sinapsis i per tant, la funcié neuronal (11). També s’ha

demostrat la relacido entre les citocines pro-inflamatories i les malalties



neurodegeneratives. De fet, s’ha observat que I'expressié de citocines pro-
inflamatories com la interleucina (IL)-1B, IL-6 o el factor de necrosi tumoral alfa
(TNF-a) és major en persones amb malalties neurodegeneratives croniques i
aixd n'accelera la progressio (12). Aixi doncs, una altra caracteristica important
de la MA és 'augment de I'estat inflamatori de baixa intensitat, que és conegut
com a inflammaging (13). Es per aixd0 que les intervencions dietétiques
antioxidants i anti-inflamatories poden ser utils en la prevencié del

deteriorament cognitiu associat a I'envelliment.

Figura 1. Comparacié estructural entre una neurona sana i una neurona malmesa (14).
(A) En una neurona sana la proteina tau esta unida als microtlbuls i promou |’estabilitat axonal.
(B) En una neurona malmesa els microtubuls es troben disgregats, i aixd promou la creacié de

cabdells neurofibril-lars originats per la hiperfosforilacié de tau.

1.3.- Efectes de la suplementaciéo amb proteines plasmatiques

Les proteines plasmatiques d’origen bovi i porci s'utilitzen com a alternativa a
I'us dels antibiotics com a promotors de creixement des de fa dues décades
(15). El plasma assecat per polvoritzaci6 (SDP) s’obté de la sang d’animals
destinats al consum huma. Aquest suplement s’adquireix afegint anticoagulant
a la sang, i després aquesta se centrifuga per eliminar els eritrocits. El plasma
obtingut s’asseca mitjangant polvoritzacié. Aquest tractament permet mantenir
I'activitat biologica de peptids i proteines del plasma (16). L’'SDP s'utilitza per a
suplementar el pinso, i esta constituit en un 78% per proteines. D’aquestes
proteines el 50% és albumina, un 25% globulina (a, B iYy), un 5 % fibrina i un 20
% altres proteines com haptoglobulina, transferrina, factors de creixement entre
d’altres proteines i péptids (17).



La prohibicio de I'is d’antibiotics com a promotors del creixement per part de la
Uni6 Europea va causar un augment en la recerca de dietes que milloressin el
maneig dels trastorns intestinals associats al deslletament i promoguessin el
creixement en animals lactants. La suplementacio amb SDP redueix els nivells
de citocines pro-inflamatories durant aquest periode i promou el creixement
dels animals (18). El seu mecanisme d’accié es basa en atenuar la resposta del
teixit limfoide associat a I'intesti o0 GALT (gut-associated lymphoid tissue), que
regula respostes immunitaries intestinals. A través del sistema immunitari comu
a les mucoses, aquest efecte immunomodulador es reflecteix en altres arees

mucosals (19).
1.4.- Models animals per a I’estudi de la senescéncia

En models animals d’Alzheimer i Parkinson el sistema nervids central pateix
una resposta immunitaria exacerbada derivada de la inflamacio sistémica (20).
Els ratolins SAMP sén ratolins que mostren un envelliment accelerat i per tant
permeten estudiar diferents patologies associades a l'edat. Cada soca de
ratolins SAMP mostra un fenotip especific. En concret, els ratolins SAMP8
mostren déficit d’aprenentatge i memoria, i un estat inflamatori basal que

augmenta amb l'edat (21).

Aquests déficits es deuen a I'expressio anormal d’agents anti-oxidants i anti-
inflamatoris, acumulacié de péptids neurotoxics, hiperfosforilacié de tau, estrés
del reticle endoplasmatic, autofagia i disrupci6 del metabolisme i de la
microbiota intestinal (22). Tots aquests mecanismes sineérgicament causen
I'envelliment accelerat caracteristic d’aquesta soca. La similitud als processos
causants de moltes malalties neurodegeneratives en humans fan dels SAMP8

un model molt interessant per al seu estudi.



2.- Objectius

L’envelliment implica un procés d’inflamacio cronica de baixa intensitat que pot
promoure I'aparicié de malalties neurodegeneratives. Durant els ultims anys, la
suplementaci6 amb SDP ha demostrat disminuir la resposta inflamatoria en
diferents models com per exemple la inflamacié intestinal induida per
'enterotoxina B d’'S. aureus (23-25), la inflamacié pulmonar induida per

lipopolisacarid (26) i també en ratolins sotmesos a estrés durant 'embaras (27).

Davant l'evident increment de l'esperanca de vida i l'estat inflamatori
caracteristic de malalties neurodegeneratives com la MA, l'objectiu d’aquest
treball és determinar si la suplementaci6 amb SDP pot prevenir o atenuar la
seva progressio. Per a dur a terme aquest objectiu general, s’han establert els

seguients objectius especifics:

1. Determinar si la suplementaci6 amb SDP modifica I'evolucié del pes
corporal de ratolins senescents.

2. Analitzar el paper de la suplementaci6 amb SDP en Il'evolucié dels
marcadors de la MA.

3. Estudiar els efectes de la suplementaci6 amb SDP sobre la

neuroinflamacio.



3.- Materials i metodes

3.1.- Disseny experimental

Es van comprar 36 ratolins mascles subministrats per I'empresa Envigo
(Bresso, Italia). Els animals es van mantenir a I'estabulari de la Facultat de
Farmacia i Ciéncies de I'Alimentacio sota condicions optimes de temperatura
(18-22 °C) i humitat (55 %). El protocol utilitzat per a realitzar I'estudi va ser
préviament aprovat pel Comité Etic d’Experimentacié Animal de la Universitat
de Barcelona i pel Govern de la Generalitat de Catalunya (referencia 484/16 i
9272 respectivament).

Els animals es van separar als 2 mesos d’edat en grups de pes homogeni. Des
del deslletament fins als 2 mesos van ser alimentats amb el pinso convencional
d’estabulari (Envigo, Bresso, Italia). A partir dels 2 mesos fins als 4 mesos els
ratolins van ser alimentats amb els pinsos experimentals (Figura 1). Els dos
pinsos son iguals en quant a calories i a contingut de nitrogen, és a dir, de
proteines. El contingut de nitrogen en el pinso control es va compensar afegint
proteines lactiques. La composicid dels diferents pinsos es troba detallada a la
Taula 1. Des dels 2 mesos fins als 6 mesos es va fer un seguiment del consum

de pinso i aigua, aixi com del pes dels animals.

/'\
T3

A~ - Pinso Control :
6M- CTL @ |

~ Pinso SDP

Figura 2. Disseny experimental emprat en I'estudi. Grup 2M: animals de 2 mesos d’edat
alimentats amb pinso d’estabulari; grup 6M-CTL: animals alimentats amb pinso experimental
control dels 2 als 6 mesos; grup 6M-SDP: animals alimentats amb pinso experimental SDP dels

2 als 6 mesos.
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Els animals es van sacrificar en la mateixa franja horaria per evitar les
possibles variacions degudes al ritme circadiari. Els animals es van anestesiar
amb ketamina a 90 mg/Kg (Imalgene®, Rhone Merieux, Franca) i xilacina a 10
mg/Kg (Rompun®, Bayer Leverkusen, Alemanya). Posteriorment, es va obtenir
sang per puncié cardiaca. Tot seguit, es van extreure els cortex.
Immediatament es van congelar amb nitrogen liquid i es van mantenir a -80 °C

fins al moment de processar-les.

Taula 1. Composicio dels pinsos experimentals

Pinso control Pinso SDP
Ingredients
g/kg
SDP! - 80,0
Llet en pols descremada 530,7 340,5
Blat de moro 199,3 308,8
Sacarosa 94,5 94,5
Oli de soja 70 70
Cel-lulosa 50 50
AIN-93-G-MX (94046)2 35 35
AIN-93 VX (94047)2 15 15
DL-Metionina 2,5 3,2
Bitartrat de colina 3 3

1SDP (Spray-dried plasma) APC-Europe (Granollers, Espanya). 2AIN-93 MX, | AIN-93 VX, van

ser subministrats per Envigo (Bresso, Italia).
3.2.- Homogeneitzacio de les mostres

Les mostres de cervell es van homogeneitzar mitjancant un politré (Scientific
Inc, Oxford, Regne Unit) en tampo de lisi (Taula 2), el qual facilita 'extraccio de
proteines. Les mostres es van centrifugar a 20.000 g i es va separar el
sobrenedant per a utilitzar-lo posteriorment en la determinacié de proteines, en
la realitzacio del Western blot i també en els kits ELISA. Totes les aliquotes es

van conservar a -80 °C fins al moment de les determinacions.
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Taula 2. Composicio del tampé de lisi

Reactiu Concentracio

Tris-HCI 50 mM

NaCl 150 mM
EDTA 2 mM
Tritd 1%
PMSF 1mM
DTT 1 mM
Coctel inhibidor de proteases 2%

Tots els productes han estat subministrats per Sigma Aldrich (St. Louis, MI, EUA). DTT:

ditiotreitol; EDTA: acid etilendiaminotetracetic; PMSF: fluorur de fenilmetilsulfonil.
3.3.- Determinaci6 de proteines

La concentracio de proteines es va calcular seguint el métode de Bradford, on
s’utilitza albumina sérica bovina (BSA) per a realitzar una recta patr6. Aquesta
recta consisteix en una seérie de concentracions de proteines conegudes on
interpolar els valors d’absorbancia de les mostres. El colorant que es va utilitzar
va ser el colorant Bio-Rad® (Bio-Rad, Hercules, EUA), que conté Coomassie
Brillant Blue G-250, el qual forma un complex amb les proteines de color blau

quan esta en medi acid.

La recta patré es va preparar a partir d’'una solucié mare de BSA 1 mg/mL, i es
van fer dilucions en série amb PBS. A continuacio, es va preparar el colorant
Bio-Rad®, diluit en aigua miliQ a una proporcié 1:5 i es va filtrar a través d’un
filtre Whatman® (Whatman International, Maidstone, Regne Unit). Per a
preparar cada mostra es van afegir 15 uL d’acid formic, 35 pL de la mostra i 0,5
ml del colorant Bio-Rad® diluit. L’absorbancia es va mesurar en un
espectrofotometre Sunrise (Tecan, Mannedorf, Suissa) a 595 nm. La
concentracio de proteines de cada mostra es va calcular interpolant el valor
d’absorbancia de cada mostra a la recta patr6 de BSA mitjancant el programa
GraphPad Prism® ver. 8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA).

3.4.- Western Blot

El Western Blot és una tecnica analitica utilitzada per a detectar i identificar

proteines especifigques en una mostra. Per comencar, €s necessari
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desnaturalitzar les proteines de les mostres. Per a solubilitzar la mostra es va
barrejar la quantitat de mostra corresponent a 30 ug de proteina en un tampo

5X Laemmli i es va escalfar a 95 °C en un bany sec durant 5 min.

A continuacio, es va realitzar I'electroforesi, en la qual les proteines queden
separades segons el seu pes molecular i la seva carrega. El primer pas per a
I'electroforesi és preparar els gels de poliacrilamida entre el 8 i el 12 %.
Aquests gels tenen dues zones: la zona inferior o gel separador, que permet
separar les proteines, i la zona superior o gel concentrador, que conté els pous
on s’agrupa la mostra abans de comencar a separar-se. Per a separar les
proteines es van sotmetre a un camp electric de 80 V. Les proteines separades
es van transferir a una membrana de fluorur de polivinil (PVDF) aplicant un

camp eléctric. La transferencia es va realitzar a 300 mA durant 2 h a 4 °C.

Finalment, es va realitzar una immunodeteccié amb anticossos especifics per a
la proteina d’interés. La membrana de PVDF es va incubar en una solucié de
bloqueig que contenia llet en pols al 5 % durant 2h, a temperatura ambient i en
agitacio constant, per tal d’evitar unions inespecifiques. Tot seguit, les
membranes es van incubar amb els anticossos primaris durant tota la nit a 4
°C. Els anticossos primaris van ser: B-amiloide (1/500, Abcam, Cambridge,
Regne Unit); tau (1/1000, Millipore, Billerica, MA, EUA); p-tau (Ser396, 1/1000,
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA); CDK5 (1/1000, Santa Cruz Biotech, Dallas, TX,
EUA); p-CDK5 (1/1000, Abcam, Cambridge, Regne Unit); GSK3 (1/1000, Cell
Signaling, Danvers, MA, EUA); p-GSK3 (Ser9, Abcam, Cambridge, Regne unit)
i B-actin (1/30000, Sigma Aldrich, St. Louis, Ml, EUA). Després de realitzar
diferents rentats per eliminar I'anticds primari, es van incubar durant 2 h amb
I'anticos secundari. Per acabar, les bandes de proteina es van revelar utilitzant
'aparell ChemiDOC XRS (Bio-Rad, Hercules, EUA) i es van quantificar la
densitat de les bandes amb el programa ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij).

3.5.- ELISA

L’assaig per immunoadsorcié lligat a enzims (ELISA) és una tecnica de
laboratori que permet detectar antigens i fragments de proteines de manera
especifica. Aquesta deteccio es realitza a partir de la immobilitzacié de I'antigen

a la placa a través d’un anticos de captura. La seva detecci6 es fa a partir d’'un
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altre anticos enllacat a un enzim, que genera un producte amb color que és

detectat per espectrofotometria.

Els cortex es van homogeneitzar en un tampé fred 5 M de guanidina-HCI/50
Mm Tris que contenia un cocktail inhibidor de proteases al 2 % (Sigma Aldrich,
St. Louis, MI, EUA). La quantificacié dels fragments d’amiloides 4o i B4z €s va
realitzar mitjangant els kits d’ELISA mouse ABa4o i AB42 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), segons les instruccions del proveidor.

3.6.- Expressid génica per RT-PCR

Es va determinar I'expressio de les citocines interleuquina (IL)-17, IL-18 i el
factor de creixement transformant B (TGF- ) mitjancant la reaccié en cadena

de la polimerasa (PCR) en temps real.

En primer lloc es va aillar 'RNA del cortex seguint el protocol Garcia-Just et al.,
2020 (28). Breument, es van homogeneitzar les mostres amb Purezol™ (Bio-
Rad, Hercules, EUA) i es va deixar actuar durant 10 min a 4 °C. A continuacio,
es va afegir cloroform (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA), es va incubar durant
10 min, i es va centrifugar a 12.000 g a 4 °C durant 20 min. Seguidament, es
va recollir la fase aquosa en un tub nou i es va afegir la mateixa proporcié
d’isopropanol fred (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA) perqué precipités 'RNA.
Posteriorment, es va tornar a centrifugar a 12.000 g a 4 °C durant 20 min i el
precipitat es va rentar amb etanol 70 % (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA). Es
va centrifugar a 8.000 g a 4 °C durant 5 min i es va eliminar completament
I'etanol. Finalment, les mostres es van resuspendre amb aigua lliure d’'RNAsa
(Invitrogen, Waltham, MA, EUA).

Aquest RNA es va quantificar utilitzant el Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific,
Inc. Waltham, MA, EUA). Per a determinar la concentraci6 d’'RNA es va
mesurar I'absorbancia a 260 nm i a 280 nm. L’absorbancia a 260 nm indica la
concentracio d’RNA i el quocient entre I'absorbancia a 260 nm i a 280 nm
indica la puresa de la mostra, que cal que sigui molt proper a 2. Totes les

mostres van obtenir un quocient superior a 1,94.

L’RNA es va convertir en cDNA a través d’una reaccio de retrotranscripcio. Per

a cada mostra es van retrotranscriure 2 ug d’RNA utilitzant el kit SyBr®
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GreenER Universal Master Mix (Invitrogen, Waltham, MA, EUA). Finalment, es
va dur a terme la RT-PCR. Per a fer-la es van utilitzar encebadors especifics
per cada gen d’interés (Taula 3) a 0,02 pmol/L i SsoAdvanced™ Universal
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, EUA).

Taula 3. Seqliencies dels encebadors utilitzats

Gen Forward Reverse Mida

I-17 AGCAGCGATCATCCCTCAA TTGCGCCAAGGGAGTTAAA 104 bp
1-18 GTTTACAAGCATCCAGGCACAG GAAGGTTTGAGGCGGCTTTC 151 bp
Tgf-B8 CAGTGGCTGAACCAAGGAGACGG CCCCGACGTTTGGGGCTGATC 119 bp

Hprtl TGGATACAGGCCAGACTTTGTT CAGATTCAACTTGCGCTCATC 163 bp

[I-17: interleuquina 17; II-18: interleuquina 18; Tgf-B: factor de creixement transformador 3,

Hprtl: Hipoxantina fosforibosiltransferasa 1.
3.7.- Test de reconeixement d’objectes

Per tal de coneéixer els efectes de la suplementaci6 amb SDP sobre les
funcions cognitives es va realitzar el test de reconeixement d’objectes (NORT;
Novel object recognition test). Aquest test s'utilitza per a conéixer els efectes
d’'una intervencié sobre la memoria a curt i a llarg termini. Consisteix en
determinar la diferéncia de temps d’exploracio entre un objecte nou i un objecte
conegut, ja que els ratolins tendeixen a explorar durant menys temps un

objecte familiar que un de nou (29).

El laberint que es va utilitzar per a realitzar el test va ser de metacrilat negre de
dos bracgos 25 cm de llarg x 5 cm d’amplada x 20 cm d’algada disposats en un
angle de 90 graus. Abans de comencar el test, es va realitzar una fase
d’habituacié al laberint per a que el canvi d’'ambient no modifiqués la conducta
dels animals. Aquesta fase consisteix en col-locar cada animal en el laberint

durant 10 min al dia, 3 dies abans de realitzar la seguent fase, la familiaritzacio.

Durant la familiaritzacié es van col-locar dos objectes idéntics, un a cada
extrem del laberint. A continuacié es va situar al ratoli en el punt d’interseccio
dels dos bragos del laberint, i se’l va permetre explorar durant 10 min. Es va

calcular el temps d’exploraci6 de cada objecte, considerant aquest com el
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temps en el que el nas del ratoli esta a menys d’'1 cm de distancia de I'objecte

pero sense rosegar-lo.

El primer test de retencio avalua la memoria a curt termini. Es va realitzar 2 h
després de la fase de familiaritzacié. En un dels extrems del laberint es va
deixar I'objecte familiar, i en I'altre extrem es va col-locar un objecte diferent. En
aquesta fase també es va calcular el temps d’exploraci6 de cada objecte
deixant al ratoli 10 min per a explorar. En aquesta fase es va calcular I'index de
discriminacio (ID), entés com:

_TN-TV

TN+ TV
On TN és el temps d’exploracié de I'objecte nou i TV el temps d’exploracié de

I'objecte conegut.

Al cap de 24h de la fase de familiaritzacio, es va realitzar el segon test de
retencié. Aquest avalua la memoria a llarg termini. En aquesta fase es va
mantenir 'objecte conegut de les fases anteriors en el mateix brag del laberint, i
es va canviar I'objecte nou del primer test de retencio per un altre de diferent. El
procediment va ser el mateix que en la prova de memaoria a curt termini i també

es va calcular I'ID.
3.8.- Analisi estadistic

Les dades es mostren com a mitjana * error estandard de la mitjana (SEM). Es
va aplicar el test de Grubb's per determinar si hi havia valors fora de rang i el
test de Shapiro-Wilk per coneixer si la mostra tenia una distribucié normal. Com
totes les dades van presentar una distribucié normal, I'increment de pes dels
ratolins alimentats amb les dues dietes es va analitzar mitjancant el tes T-
Student. A la resta de variables es va aplicar un analisi ANOVA d’una via.
L'analisi estadistica es va dur a terme amb el programa GraphPad Prism, versio

8 (La Jolla, CA, EUA). Es va considerar significativa una diferéncia de p < 0,05.
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4 .- Resultats

4.1.- Consum de pinso i d’aigua

La ingesta diaria de pinso en els 2 grups experimentals va ser similar, d’entre 4-

5 g per ratoli al dia, i en el cas de 'aigua entre 6-8 mL per ratoli al dia tal i com

es pot veure en la Taula 4.

Taula 4. Consum de pinso i aigua dels diferents grups experimentals

Consum de pinso (g)/dia/ratoli

Consum d’aigua (g)/dia/ratoli

Quinzenes 6M-CTL 6M-SDP 6M-CTL 6M-SDP
1 5,0+ 0,09 51+0,10 7,2+0,34 6,8 +0,39
2 5,2+0,10 5,1+0,10 6,8 £ 0,27 6,9+0,43
3 5,0+£0,11 51+0,12 6,6 +0,30 6,9 +0,46
4 4,9 +0,08 5,1+0,09 6,5+0,24 7,4+0,52
5 5,0+0,09 4,9+0,10 7,2+0,45 7,3+0,43
6 4,8+0,12 4,8 +£ 0,09 7,1+0,24 7,6 +0,40
7 5,0+ 0,09 5,0+0,08 7,2+0,24 7,5+0,48
8 5,0+ 0,09 5,0+ 0,09 7,0+ 0,37 7,2+0,44

Dades expressades com a mitjana + SEM (n = 12 animals per grup).

4.2.- Evolucio i increment del pes corporal

El pes corporal als 2 mesos d’edat va ser practicament el mateix en els dos

grups experimentals (Figura 3A).

Durant els 4 mesos de consum de pinso experimental els ratolins dels 2 grups

van augmentar de pes, tot i que la taxa d’increment de pes va ser superior en

els ratolins alimentats amb el pinso suplementat amb I'SDP (p < 0,001).

El guany de pes total durant el periode experimental va ser superior en els

ratolins alimentats amb pinso SDP respecte als ratolins control (p < 0,008,

Figura 3B)
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Figura 3. Evolucié del pes corporal dels ratolins durant el periode experimental (A) i
increment del pes corporal (B). Els resultats estan expressats com a mitjana £+ SEM (n = 12
animals per grup). Els grups amb lletra diferent presenten diferéncies estadisticament

significatives (p < 0,05).
4.3.- Memoria a curt i llarg termini

El NORT consta de quatre fases, la fase d’aclimatacio, la de familiaritzacio, el
primer test de retencid (que avalua la memoria a curt termini), i el segon test de

retencid (que avalua la memoria a llarg termini).

L’'index d’exploracié es calcula comparant el temps que passen els ratolins
explorant els objectes situats als dos extrems del laberint, respecte al temps
total dins aquest. En aquest cas no es van trobar diferencies significatives en
quant a l'index d’exploracié entre grups (Figura 4A). A més, els ratolins dels
tres grups experimentals van destinar un temps d’exploracié semblant entre els

dos objectes (Figura 4B).
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Figura 4. Index d’exploracié (A) i preferéncia d’objecte (B) dels ratolins realitzat durant la
fase de familiaritzaci6. Els resultats estan expressats com a mitjana £+ SEM (n = 11-12

animals per grup).
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S’ha observat que quan els ratolins exploren el doble de temps l'objecte nou
que el vell tenen memoria suficient com per diferenciar els dos objectes (30).
Aquest fet suposa que ID sigui de 0,2 o superior. L'ID va disminuir
significativament als 6 mesos d'edat en els ratolins alimentats amb pinso
control (p = 0,005, Figura 5A). En canvi, els ratolins alimentats amb pinso SDP
van conservar millor la memoria a curt termini als 6 mesos respecte els ratolins
de la mateixa edat alimentats amb pinso control (p = 0,024). Als 2 mesos
d’edat, el 92,9 % de ratolins van presentar memoria, mentre que als 6 mesos
van ser el 45,5 % en el grup control (p < 0,001, Figura 5B). Aquest percentatge
va augmentar fins al 92,9 % en els ratolins senescents alimentats amb pinso
SDP (p < 0,001).

A Memoria a curt termini B Memoria a curt termini
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2M BM-CTL EM-3DP OMeméria  OMNo membria

Figura 5. ID (A) i percentatge de ratolins amb memoria (B) a curt termini. Els resultats
estan expressats com a mitjana £+ SEM (n = 11-12 animals per grup). En el panell (B), les
barres plenes representen el percentatge de ratolins amb un index de discriminacié superior a
0,2 en el primer test de retencié. Les barres sense ompliment representen el percentatge de

ratolins amb un index de discriminaci6 inferior a 0,2.

La memoria a llarg termini es va avaluar en el segon test de retencio. Aquest es
va dur a terme 24 h després de la fase de familiaritzacié. Es va observar que
als 6 mesos d’edat, els ratolins alimentats amb pinso control tenien un ID més
baix que els ratolins joves (p = 0,014; Figura 6A). En canvi, la suplementacio
amb SDP va prevenir I'efecte de I'envelliment sobre la memoria a llarg termini
als 6 mesos d’edat (p = 0,017). Un 78,6 % dels ratolins de dos mesos d’edat
van tenir un ID superior a 0,2 (Figura 6B). Aquest percentatge va disminuir als
6 mesos d'edat en els ratolins alimentats amb pinso control (p < 0,001). En
canvi, els animals suplementats amb SDP van presentar un percentatge similar

als ratolins de 2 mesos d’edat.

19



Memoria a llarg termini

A Meméria a llarg termini B
- p = 0,001 p = 0,001
. p <0014 p=0017 £ 100% -
T E 80% - %,
0.3 1 iy =
7 2 0% A
fa] -]
= 02 / 2 40% - /
01 £ 20% /
, e /
B 0% . . A
0,0 - 2 2M EMCTL  6M-SDP
2M BM-CTL BM-SDP

OMeméria OMNo memoria
Figura 6. ID (A) i percentatge de ratolins amb memoria (B) a llarg termini. Els resultats

estan expressats com a mitjana £ SEM (n = 11-12 animals per grup). En el panell (B), les
barres plenes representen el percentatge de ratolins amb un index de discriminacié superior a
0,2 en el segon test de retencié. Les barres buides representen el percentatge de ratolins amb

un index de discriminacio inferior a 0,2.

4.4 .- Marcadors caracteristics de la malaltia d’Alzheimer

La concentracié d’ABao i AB42 estaven augmentades en el cortex dels ratolins de
6 mesos d’edat (p < 0,001 en els dos casos; Figura 7A i Figura 7B) i la
suplementaci6 amb SDP va prevenir laugment d'’ABso (p = 0,0032).
L’abundancia relativa de B-amiloide no va canviar ni en I'envelliment ni amb la

suplementaciéo amb I'SDP (Figura 7C).
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Figura 7. Concentraci6 dels segments ABso (A), ABs2 (B) i abundancia de B-amiloide (C) al
cortex. Resultats expressats com a mitjana + SEM (n=8-9 animals per grup). Sota la figura,

imatges representatives del Western Blot de la proteina 3-amiloide i d’actina (C).

En la Figura 8A es mostra com I'abundancia de la tau fosforilada va augmentar
als 6 mesos d'edat en el grup alimentat amb el pinso control (p = 0,009),
mentre que aquest increment va ser atenuat en els ratolins alimentats amb el

pinso suplementat amb SDP (p = 0,032).

20



L’abundancia de GSK3p fosforilada va disminuir durant I'envelliment (p = 0,017,
Figura 8B), mentre que aquesta va ser major en el grup de ratolins alimentats

amb pinso SDP en comparacié amb els ratolins alimentats amb el pinso control

(p = 0,041).

Respecte I'abundancia de la CDK5 fosforilada, aquesta va augmentar en els
ratolins senescents (p = 0,008, Figura 8D). La suplementacié dietética amb
I'SDP va atenuar aquest efecte en els ratolins de 6 mesos suplementats (p =
0,035).
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Figura 8. Abundancia de p-tau (A), pGSK3B (B) i pCDK5 (C) al cervell. Resultats expressats
com a mitjana * SEM (n=8-9 animals per grup). Sota les grafiques hi ha imatges
representatives del Western Blot de les proteines respectives. GSK38: Glucogen sintasa

quinasa-3 beta, CDK5: Ciclina depenent de quinasa 5.
4.5.- Neuroinflamacio

Tant la IL-17 com la IL-18 sén citocines pro-inflamatories. La seva expressio al
cortex cerebral va augmentar en els ratolins envellits (p = 0,012 i p = 0,033
respectivament, Figura 9A i Figura 9B). La suplementacio dietética amb SDP
va prevenir aquest efecte en els ratolins senescents (p = 0,005 i p = 0,004

respectivament).

El Tgf-B és una citocina reguladora que fa que disminueixi la secreci6 de
citocines inflamatories. La seva expressié augmenta en els ratolins envellits i
alimentats amb pinso SDP respecte als alimentats amb pinso control (p =
0,029; Figura 9C).
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Si ens fixem en la relacié IL-17/Tgf-B, als 6 mesos d’edat va ser major en el

grup control que en el grup alimentat amb el pinso SDP (p = 0,008, Figura 9D).

En quant a la relacié IL-18/Tgf-B, tot i que I'envelliment no la va modificar,

observem que va ser menor en els ratolins envellits alimentats amb pinso SDP

comparat amb els alimentats amb pinso control (p = 0,004; Figura 9E).
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Figura 9. Expressié de la IL-17 (A), IL-18 (B), Tgf-B (C),

18/Tgf-B (E) al cortex. Els resultats estan expressats com a mitjana £+ SEM (n=8-9 animals per
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5.- Discussio6

L’envelliment va acompanyat d’un augment de I'estat inflamatori basal (4). Aixo
afavoreix que apareguin moltes malalties caracteristiques d’aquesta etapa, com
per exemple les malalties neurodegeneratives. A més, al llarg de I'envelliment
el sistema immunitari va perdent funcionalitat, la qual cosa promou una
inflamacid persistent de baixa intensitat. A aquest fenomen se’l coneix com a

immunosenescencia (31).

La inflamacié persistent de baix grau es caracteritza per un augment de la
produccié de citocines i altres mediadors inflamatoris (32). La prevencio
d’aquesta al llarg de la vida és vital, precisament per a evitar I'aparicio de les
malalties associades a I'envelliment. La utilitzacié de complements nutricionals
€s una eina a tenir en compte a I'hora de combatre la inflamacié associada a

'envelliment (33).

Els ratolins SAMP8 es caracteritzen per envellir de manera accelerada (22) i
s’utilitzen de forma habitual com a model per a l'estudi de la MA i altres
malalties relacionades amb la memoria i 'aprenentatge. En aquest estudi s’han
utilitzat aquests ratolins per estudiar els efectes de I'SDP sobre I'envelliment
tenint en compte I'evolucié del pes corporal i diferents marcadors caracteristics
de la MA.

5.1.- Efecte de la suplementacié amb SDP sobre el pes corporal

La malnutricio i, en consequéncia, la perdua de pes corporal sGn molt comuns
en l'evolucié de les malalties neurodegeneratives (9). La suplementacio
dietética amb SDP va induir un major augment de pes dels ratolins envellits
comparat amb els efectes de la dieta control. En aquest cas, els dos pinsos

tenien la mateixa densitat energetica i el mateix contingut en proteines (16).

Alguns estudis realitzats en garrins acabats de deslletar també mostren una
millora en el creixement quan els animals son alimentats amb el pinso SDP
(34). En aquests estudis, al contrari al que hem observat nosaltres, també es
mostra un augment significatiu de la ingesta de pinso (35). A més, aquests
animals presenten menys infeccions a nivell intestinal i menor incidéncia de

diarrea, el que podria conduir en un millor rendiment del creixement (36).
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5.2.- Efecte de la suplementaci6 amb SDP sobre I’evolucié de la malaltia

d’Alzheimer

En aquest estudi la suplementacio dietetica amb SDP a partir dels 2 mesos
d’edat va prevenir la pérdua de memoria a curt i a llarg termini dels ratolins
senescents. Aix0 suggereix que la plasticitat sinaptica i la integritat neuronal
estaven millor conservades en els ratolins alimentats amb el pinso suplementat
amb I'SDP que en els del grup control, tal com es va observar en un estudi
anterior (28).

Els efectes de I'envelliment sobre el deteriorament cognitiu i la pérdua de
memoria venen acompanyats d’un perfil inflamatori clar. Es per aixd, que un
suplement que pot reduir la inflamacié intestinal i periferica podria reduir la
neuroinflamacio, ja que els dos teixits es troben connectats a través de I'eix

intesti-cervell (33).

La preséncia de les plaques amiloides, els cabdells neurofibril-lars i la
fosforilacié de la proteina tau, son les principals manifestacions patologiques de
la MA (37). S’ha descrit que la disminucié de les plaques B-amiloide i de la
fosforilacié de tau afavoreix I'aprenentatge i la memoria en ratolins senescents
(38).

Els resultats obtinguts indiquen que als 6 mesos d’edat els ratolins SAMPS8
presentaven un augment dels precursors amiloides (APao, AB42) i de la
fosforilacié de tau, fet que evidencia que aquests animals ja mostraven les
primeres manifestacions patologiques de la MA. Aquests esdeveniments sén
consequents amb el deteriorament cognitiu que té aguesta soca de ratolins a
aguesta edat i que es reflecteix en una reduccié de la memoria a curt i llarg

termini

D’altra banda, els animals alimentats amb el pinso suplementat amb SDP, van
mostrar una menor abundancia d’aquests marcadors caracteristics de la MA, i
per tant es podria considerar que aquest suplement té un cert efecte

neuroprotector.

La hiperfosforilacio de tau es deu al desequilibri de I'accié de diferents quinases

| fosfatases, i porta a 'acumulacié de NFTs i a la degeneracié neuronal (11). La
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proteina tau forma part del citoesquelet de les neurones on participa en
I'estabilitzacié dels microtibuls, i per tant, ajuda a mantenir la morfologia
cel-lular i la funcionalitat axonal. Algunes de les principals quinases
involucrades en les modificacions de tau i la degeneracié neuronal son GSK3p
(quinasa 3B de la glicogen sintasa) i CDK5 (quinasa 5 ciclina-depenent).
GSK3B, a més del paper en la patogénesi de les NFTs també promou vies
proinflamatories mitjangant 'activacié del factor nuclear kappa B (NF-kB). De
fet, s’inhibeix quan es fosforila a Ser9, fet que estimula els seus efectes
fisiologics relacionats amb la sintesi de glucosa (39) i redueix els nivells de
NFTs (40).

D’altra banda, un augment descontrolat de CDK5 causa la deposicié de péptids
B-amiloide, alteracions en la funcionalitat sinaptica, apoptosi neuronal i
disfuncié mitocondrial (41), processos que encaixen amb la patogénia de la
MA. En el nostre estudi els ratolins senescents mostren una reduccio de
'abundancia de p-GSK3B i un increment de p-CDK5 i aquests efectes sén
previnguts quan els ratolins reben la suplementaci6 amb I'SDP. Aquests
resultats es podrien relacionar amb la millora de la memoria degut a l'increment

de la densitat sinaptica trobada en aquests ratolins (28).

Les malalties neurodegeneratives es caracteritzen per la pérdua progressiva de
poblacions neuronals, que amb el temps condueix a una pérdua de memoria,
de la funcié motora i de I'habilitat de dur a terme tasques quotidianes (42).
Existeix evidéncia sobre la importancia de diferents vies del sistema immunitari
en la progressio d’aquestes malalties (42). Una elevada expressio de la IL-17 i
la activaci6 de la seva via de senyalitzaci6 estan implicats en la
neurodegeneracio i la perdua de memoria (43). Concretament, s’ha relacionat
una concentracio elevada d’aquesta citocina amb el grau de severitat i el
progrés de la MA en pacients (44). A més, la neutralitzacié de la IL-17 amb
anticossos redueix alguns marcadors de neurodegeneracié i la pérdua de

memoria en models animals (45).

La IL-18 incrementa la produccié de B-amiloide, i I'expressid de les quinases
GSK3B i CDK5, que promouen la hiperfosforilaci6 de tau, accelerant la
progressio de la MA (46). En canvi, en ratolins knockout per IL-18 s’ha observat
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una menor activacié de cel-lules de la microglia (la principal forma de defensa

en el sistema nervios central), aixi com una menor péerdua neuronal (47).

El Tgf-B és un gran inhibidor del creixement de diferents tipus cel-lulars, i
participa en la regulacié de la senescencia cel-lular (48). A més, redueix la
reactivitat de la microglia in vitro, que acostuma a estar molt activada en la MA
(49). El Tgf-Bp modula I'expressio de gens implicats en la proliferacié cel-lular, la
regulacio del cicle cel-lular, la produccié d'especies reactives de l'oxigen, la
reparacié del DNA, regulacié de telomers i autofagia. En la MA s’ha observat

una alteracio de la senyalitzacio de Tgf-B (50).

En el nostre estudi, el pinso suplementat amb SDP va disminuir I'expressié de
les citocines pro-inflamatories IL-17 i IL-18 i va augmentar els nivells del
mediador anti-inflamatori Tgf-B en els ratolins de 6 mesos. En consequéncia, la
suplementacié amb SDP promovia un perfil més anti-inflamatori, com mostra la
reducci6 de la relacié d’'IL-17/Tgf-B i d’'IL-18/Tgf-B. Aquests resultats juntament
amb la reduccio de p-tau i la prevencié de la pérdua de memoria es podrien
associar a un possible efecte neuroprotector de I'SDP. Els efectes anti-
inflamatoris de I'SDP sén consistents amb estudis anteriors on aquest
suplement disminueix la produccié de citocines pro-inflamatories com IL-6, IL-
18 i TNF-a, i augmenta la concentracio d’IL-10 cerebral en ratolins SAMP8 de 6
mesos d’edat (28).

26



6.- Conclusions

De l'analisi dels efectes de I'envelliment i de la suplementacio dietética amb
SDP sobre marcadors caracteristics de la malaltia d’Alzheimer (MA) es pot

concloure que:

» La suplementaci6 amb SDP afavoreix el guany de pes en ratolins
senescents.

= La suplementacié dietetica amb SDP mostra un cert paper
neuroprotector davant la MA, ja que redueix marcadors caracteristics
d’aquesta patologia, com sén la p-tau i les plagues amiloides, reduint la

neuroinflamacié i la perdua de memoria.
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