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Resumen

El envejecimiento se asocia con una desregulacion de los sistemas bioldgicos que conduce a un aumento del
estrés oxidativo, la inflamacion y la apoptosis, entre otros efectos. Se ha sugerido que el xanthohumol (XN), un
flavonoide presente en el lapulo, podria proteger frente al envejecimiento y que este efecto podria estar mediado
por modificaciones en el grado de apoptosis. En este trabajo, se investigo el posible efecto protector del XN sobre
la apoptosis hepatica secundaria al envejecimiento. Para ello, se utilizaron ratones (SAMPS), jovenes y viejos,
de 2 y 10 meses de edad, respectivamente. Los animales, se dividieron en 4 grupos: jévenes no tratados, viejos
no tratados, viejos tratados con 1 mg / kg / dia de XN y viejos tratados con 5 mg / kg / dia de XN. Se usaron
ratones SAMR1 como animales control. Tras 30 dias de tratamiento, los animales se sacrificaron y los higados se
almacenaron a -80° C y se determind la expresion de ARNm (AIF, BAD, BAX, Bcl-2, PCNA, SIRT1) y proteinas
(BAD, BAX, AIF, caspase-3) por RT-PCR y Western blotting, respectivamente. Los resultados se analizaron
usando ANOVA seguido de la prueba t de Student. La significacion estadistica se establecié en p<0,05. El
envejecimiento indujo un aumento significativo de los niveles de marcadores pro-apoptdticos en ratones SAMPS
no tratados. Este efecto fue bloqueado, de forma dosis dependiente, por la administracion de XN.
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Abstract

Aging is associated with deregulation of biological systems leading to increased oxidative stress, inflammation and
apoptosis, among other effects. It has been suggested that xanthohumol (XN), a flavonoid present in hops, could
protect against aging and that this effect could be mediated by changes in the degree of apoptosis. In this work, we
investigated a possible protective effect of XN on hepatic apoptosis secondary to aging. For this, mice (SAMP8),
young and old, of 2 and 10 months of age, respectively, were used. The animals were divided into 4 groups: young
untreated, old untreated, old treated with XN 1 mg / kg / day and old treated with XN 5 mg / kg / day. SAMR1 mice
were used as control animals. After 30 days of treatment, animals were sacrificed and livers were stored at -80°
C and expression of mRNA (AlF, BAD, BAX, Bcl-2, PCNA, SIRT1) and proteins (BAD, BAX, AlF, caspase-3) was
determined by RT-PCR and Western blotting, respectively. The results were analyzed using ANOVA followed by
Student’s t-test. Statistical significance was set at p<0.05. Aging induced a significant increase in the levels of
pro-apoptotic markers in untreated SAMP8 mice. This effect was reduced in a dose-dependent manner by the
administration of XN.
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Introduccion

El envejecimiento es una condicion fisioldgica universal
que induce una serie de cambios en las células y tejidos que
disminuyen la capacidad de mantenimiento de la homeosta-
sis y aumentan la vulnerabilidad del organismo incremen-
tando el riesgo de enfermedad y muerte (Sanz, 2008). El hi-
gado parece jugar un papel importante en este proceso ya
que el metabolismo energético y las vias de desintoxicacion
se dafian. Las muertes relacionadas con el higado también
aumentan con la edad a medida que aumenta la susceptibi-
lidad a la enfermedad. La senescencia celular en los hepa-
tocitos se ha demostrado en varios trastornos parenquimato-
sos cronicos, entre los que se incluyen las hepatitis viricas
cronicas B y C, la enfermedad hepatica relacionada con el
alcohol y la enfermedad hepética grasa no relacionada con
el alcohol. Diversas investigaciones han demostrado que el
xanthohumol (XN), uno de los principales flavonoides que
se encuentran en los extractos del lupulo, tiene un efecto
protector frente a diferentes patologias incluyendo patolo-
gias inflamatorias (Diaz y Marcos, 2008; Gonzalez-Muiioz,
Pena y Meseguer, 2008; Romeo, Gonzéalez-Gross, Warn-
berg, Diaz y Marcos, 2008) y que este efecto podria estar
mediado por modificaciones en el grado de apoptosis. El ob-
jetivo de este trabajo fue investigar el posible efecto protec-
tor del XN sobre la apoptosis hepatica secundaria al enve-
jecimiento.

Material y métodos

Se utilizaron ratones (SAMPS), jovenes y viejos, de 2
y 10 meses de edad, respectivamente. Los animales se di-
vidieron en 4 grupos: jovenes no tratados, viejos no trata-
dos, viejos tratados con 1 mg / kg / dia de XN y viejos tra-
tados con 5 mg / kg / dia de XN. Se usaron ratones SAMR1
como animales control. Tras 30 dias de tratamiento, los ani-
males se sacrificaron y los higados se almacenaron a -80° C
y la expresion de ARNm (AIF, BAD, BAX, Bcl-2, PCNA,
SIRT1) y proteinas (BAD, BAX, AIF, caspase-3) se deter-
miné por RT-PCR y Western blotting, respectivamente. Los
resultados se analizaron usando ANOVA seguido de la prue-
ba t de Student. La significacion estadistica se estableci6 en
p<0,05.

Resultados

Los ratones SAMPS viejos mostraron niveles mas al-
tos de ARNm de BAD y BAX en comparacién con ratones
SAMPS jovenes y ratones SAMRI1 jovenes y viejos (p<
0,05). Aunque ambas dosis de XN fueron capaces de dis-
minuir la expresion de BAX, en el caso del ARNm de BAD
solo se observé un efecto significativo a la dosis de 5 mg /
kg / dia. De forma similar, tanto el ARNm como los nive-

les de proteina del factor inductor de apoptosis AIF fueron
mayores en ratones SAMPS viejos que en ratones SAMP8
jovenes y ratones SAMRI jovenes y viejos (p<0,05). Si
bien ambas dosis de XN fueron capaces de disminuir los
niveles de ARNm de AIF, sélo la dosis de 5 mg / kg / dia
disminuy¢ significativamente el aumento de la expresion
proteica (p<0,05). Ademas, el envejecimiento también au-
mentd significativamente (p<0,05) los niveles de caspasa
3, los cuales disminuyeron significativamente con el trata-
miento de XN, no siendo este efecto dependiente de la do-
sis. No se observaron cambios en la expresion de Bcel-2.
Por ultimo, no se encontr6é ningin efecto relacionado con
la edad en los niveles de los marcadores de proliferacion
PCNA y SIRTI. El XN tampoco modifico la expresion de
estos marcadores.

Discusion

La apoptosis juega un papel importante en el proceso de
envejecimiento. La tasa de apoptosis se comporta en la ma-
yoria de los tipos de envejecimiento de las poblaciones celu-
lares y los drganos como un mecanismo de proteccion con-
tra la acumulacion de células defectuosas. Sin embargo, la
sobre-activacion de la via de la apoptosis parece estar invo-
lucrada en la mayoria de las enfermedades asociadas con la
edad. Aunque la apoptosis ha sido reconocida como uno de
los principales procesos para evitar que las células cancero-
sas crezcan en sujetos jovenes, se cree que su aumento en el
envejecimiento estd relacionado con enfermedades como ci-
rrosis o disfuncion hepética. En este estudio, se observé que
la expresion de la proteina caspasa 3 aumentaba con el en-
vejecimiento lo que indica una activacion de caspasas efec-
toras. El tratamiento con XN, redujo su expresion a los nive-
les observados en ratones jovenes, sugiriendo que el efecto
protector del XN podria estar mediado, al menos en parte,
por una inhibicion de la apoptosis.

No se observaron cambios importantes en los niveles de
ARNm de BAX con el envejecimiento o el tratamiento con
XN. Sin embargo, la expresion de la proteina BAX se incre-
mentd en animales viejos y el XN bloqueé este efecto. Por
otra parte, los niveles de ARNm de BAD aumentaron con
el envejecimiento y el tratamiento con XN, a una dosis de 5
mg / kg / dia, fue capaz de reducir estos valores. En cuanto
a Bcl-2, proteina anti-apoptotica, se podria esperar una re-
duccidn en su expresion; sin embargo, en este trabajo no se
observaron cambios, lo que indica que el desequilibrio pro/
anti-apoptotico es debido al aumento de los marcadores pro-
apoptdticos.

AIF es una flavoproteina que normalmente se encuen-
tra en la mitocondria. Después de los estimulos de muerte,
AIF se transloca al citosol y al nucleo donde participa en la
induccion de la apoptosis. La condensacion de la cromati-
na nuclear y la fragmentacién del ADN estan entre sus prin-
cipales funciones (Daugas et al., 2000). En este trabajo, he-
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mos observado un aumento de tanto la transcripcién como
la traduccion de AIF. De nuevo el XN redujo este efecto de
la edad.

Finalmente, se abordo6 la posible relacion entre el XN, la
proliferaciéon y la supervivencia. PCNA juega un papel im-
portante en el metabolismo de 4cidos nucleicos.

Esta proteina es esencial para la replicacién del ADN.
También esta implicada en la reparacion de la escision del
ADN, asi como en el ensamblaje de la cromatina (Kelman,
1997). Cuando se analiz6 la expresion de PCNA, no se ob-
servaron diferencias significativas entre los grupos, sugi-
riendo que el ciclo celular podria no estar afectado.

En cuanto a SIRT1, se ha descrito que tiene un gran nu-
mero de funciones. Aparte de desacetilar histonas, lo que
confiere resistencia al estrés celular, actia como un prolon-
gador de vida por la disminuciéon de los niveles de ROS
(Guarente, 2007). A pesar de ello, en nuestro estudio no
se observd ningun cambio significativo ni con el enveje-
cimiento ni con el tratamiento con XN en los niveles de
SIRT1.

Conclusiones

El envejecimiento indujo un aumento significativo
de los niveles de marcadores pro-apoptdticos en ratones
SAMPS8 no tratados. Este efecto fue bloqueado, de forma
dosis dependiente por la administraciéon de XN. Esto sugie-
re un efecto protector del XN frente a los cambios relacio-
nados con la edad en el higado y por lo tanto podria actuar

como un compuesto protector en las alteraciones hepdticas
secundarias al envejecimiento.
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