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Resumen

El xanthohumol (XN) es la principal calcona prenilada presente en el lapulo (Humulus lupulus L.). En los Gltimos afios se han puesto
de manifiesto sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y quimiopreventivas especialmente en el higado, y sobre determinados
marcadores del sindrome metabolico pero sus efectos en el cerebro envejecido no se habian abordado hasta el momento. En este
trabajo, se evaluo la posible actividad neuroprotectora del XN frente al dafio cerebral secundario al envejecimiento en ratones
macho de senescencia acelerada (SAMPS). Los animales se dividieron en 4 grupos: Jovenes, viejos no tratados y viejos tratados
con 1 mg/kg/dia o 5 mg/kg/dia de xanthohumol. Como control, se usaron ratones resistentes a la senescencia acelerada (SAMR1).
Tras tratarlos 30 dias, los animales fueron sacrificados y sus cerebros extraidos e inmediatamente congelados en nitrogeno liquido.
Se evaluo la expresion de mRNA de GFAP, TNF-o, IL-1P, AIF, BAD, BAX, XIAP, NAIP y Bcl-2 mediante RT-PCR. La expresion
proteica de GFAP, TNF-a, IL-18 y BDNF, sinaptofisina y sinapsina se cuantificé mediante Western-blotting. Los datos se analizaron
usando ANOVA, seguido de la t de Student. Se observo un aumento significativo (p<0,05) de los marcadores de estrés oxidativo,
pro-inflamatorios y pro-apoptoticos en los ratones SAMP8 viejos no tratados comparados con los jovenes y los SAMR1. En general,
el estrés oxidativo, la inflamacion y la apoptosis disminuyeron significativamente (p<0,05) con ambas dosis de xanthohumol. En
conclusion, el XN modul¢ el estrés oxidativo, la inflamacion y apoptosis del cerebro envejecido, consiguiendo un efecto protector
sobre el dafio inducido por el envejecimiento.
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Abstract

Xanthohumol is the main prenylated chalcone present in hops (Humulus lupulus L.). In recent years, it has been shown its antioxidant,
anti-inflammatory and chemopreventive properties, especially in the liver, and its effects on certain markers of metabolic syndrome,
including weight and level of preprandial glycemia, but its role in the aging brain had not been addressed so far. Therefore, in this
investigation the possible neuroprotective activity of xanthohumol against brain damage secondary to aging was evaluated in male
senescence accelerated mice (SAMP8). Animals were divided into 4 groups: Untreated young mice, untreated old mice and old mice
treated either with 1 mg/kg/day or 5 mg/kg/day xanthohumol. Young and old senescence accelerated resistant mice (SAMR1) were
used as controls. After 30 days of treatment, animals were sacrificed and their brains were collected and immediately frozen in liquid
nitrogen. mRNA (GFAP, TNF-q, IL-1B, AIF, BAD, BAX, XIAP, NAIP, and Bcl-2) and protein (GFAP, TNF-a, IL-1f3, BDNF, synaptophysin
and synapsin) expressions were measured by RT-PCR and Western blotting, respectively. Mean values were analysed using ANOVA.
A significant increase (p<0.05) in mRNA and protein levels of oxidative stress and pro-inflammatory markers as well as pro-apoptotic
parameters was shown in old untreated SAMP8 mice compared to young and SAMR1 mice. In general, age-related oxidative stress,
inflammation, and apoptosis were significantly decreased (p<0.05) with any concentration of XN. In conclusion, XN treatment
modulated the inflammation and apoptosis of aged brains, exerting a protective effect on damage induced by aging.
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Introduccion

El envejecimiento es un estado fisioldgico universal en
el que ocurre una disminucion progresiva de las funciones
organicas, lo que se acompafia del consecuente desarrollo
de enfermedades relacionadas con la edad. Numerosos es-
tudios han asociado el envejecimiento con la desregulacion
de los sistemas bioldgicos que se produce en parte a través
de dafios que se acumulan con el tiempo. Entre tales dafios
se encuentran las alteraciones funcionales de las biomolécu-
las atribuibles a los radicales libres. La inflamacion crénica
conlleva un continuo estrés oxidativo, dafio celular y pérdi-
da de funcidn, todos ellos presentes en el proceso de enve-
jecimiento, en el cual se observa también un descenso en la
capacidad antioxidante.

Actualmente existen indicios de que los flavonoides res-
veratrol y XN presentes, respectivamente, en el vino y la
cerveza serian responsables del efecto protector observado
en el organismo tras el consumo moderado de ambas bebi-
das fermentadas. En el caso del resveratrol, se conoce desde
hace tiempo su acciéon como molécula antienvejecimiento,
ademas de sus efectos antioxidantes, antiinflamatorios y an-
tiapoptoticos. Sin embargo, la informacién disponible sobre
los posibles efectos del XN es escasa. En los ultimos afios
se han puesto de manifiesto las propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias del XN en higado (Lupinacci et al., 2009),
organos reproductores (Colgate et al., 2007), endometrio
(Rudzitis-Auth, Korbel, Scheuer, Menger y Laschke, 2012)
y en el sindrome metabolico (Legette et al., 2013). En el ce-
rebro, no obstante, con la excepcion de algunas investiga-
ciones aisladas en donde se han observado efectos positivos
ejercidos por esta molécula (Yen et al., 2012; Zajc, Filipi¢ y
Lah, 2012), no existen practicamente datos sobre los posi-
bles efectos que el XN podria ejercer sobre este 6rgano. La
presente investigacion ha pretendido evaluar los efectos del
XN sobre el cerebro en un modelo experimental consisten-
te en ratones macho con senescencia acelerada (SAMPS).

Material y métodos

Se han utilizado ratones macho con senescencia acele-
rada (SAMPS). Los animales se dividieron en 4 grupos: Jo-
venes, viejos no tratados y viejos tratados con XN (1 o 5
mg/kg/dia). Como control, se usaron ratones resistentes a
la senescencia acelerada (SAMR1). Tras tratarlos 30 dias,
los animales fueron sacrificados y sus cerebros extraidos y
congelados en nitrégeno liquido. Se evalud la expresion de
mRNA de GFAP, TNF-a, IL-1B, AIF, BAD, BAX, XIAP,
NAIP y Bcl-2 mediante RT-PCR. La expresion proteica de
GFAP, TNF-a, IL-1B y BDNF, sinaptofisina y sinapsina se
cuantificé mediante Western-blotting.

Los datos se han expresado como la media + el error es-
tandar de la media del nimero de determinaciones. Los re-
sultados se analizaron mediante ANOVA para investigar po-

sibles diferencias entre grupos. A continuacién se utilizé el
test de la t de Student, para comparar pares de medias. Se
consider6 significativo p<0,05.

Resultados

El envejecimiento aumenté de forma significativa la
expresion proteica y de mRNA de GFAP en ambas cepas
de ratones y este efecto fue mayor en los ratones SAMPS8
(p<0,05) que el observado en ratones SAMRI. Estos cam-
bios fueron asociados a un aumento significativo (p<0,05)
de la expresion de proteinas y mRNA de TNF-a e IL-1f en
los ratones viejos, comparados con los valores observados
en jovenes. El tratamiento con XN redujo significativamen-
te estos efectos (p<0,05). El envejecimiento también au-
mento la expresion de mRNA de AIF, BAD y BAX (p<0,05)
y de nuevo el XN redujo estos efectos. Con respecto a los
niveles de XIAP y NAIP, se obtuvieron valores significati-
vamente menores (p<0,05) en los ratones SAMPS jovenes
con respecto a los SAMR1. Ademas, el envejecimiento re-
dujo de manera significativa (p<0,05) los niveles de estos
marcadores (p<0,05). El1 XN revirti6 este efecto en el caso
de NAIP, pero no modifico el efecto del envejecimiento en
cuanto a XIAP. Los valores de Bcl-2 fueron similares en to-
dos los grupos. La expresion proteica de BDNF disminuyd
de forma significativa (p<0,05) en los ratones SAMPS vie-
jos comparada con los ratones jovenes de la misma cepa y
este efecto fue bloqueado por el XN.

Finalmente, la expresion proteica de sinaptofisina y si-
napsina fue menor (p<0,05) en los ratones SAMP8 jovenes
con respecto a los SAMR1. Ademas, el envejecimiento re-
dujo (p<0,05) los niveles de estos marcadores El tratamien-
to con XN consiguid bloquear dichos efectos.

Discusion

El envejecimiento es un proceso complejo que implica
alteraciones cerebrales tanto a nivel estructural como fun-
cional (Hedden y Gabrieli, 2004). Es aceptado que la edad
es un factor de riesgo importante de diferentes situaciones
patolégicas, incluyendo alteraciones de la memoria y alte-
raciones cognitivas que podrian jugar un papel importan-
te en la transicién del envejecimiento normal a un estado
claramente patologico como la enfermedad de Alzheimer
o demencia senil (Petersen, 2004). Diferentes estudios han
sugerido que en estas alteraciones podrian jugar un papel
importante los marcadores inflamatorios (Sanchez-Mejia et
al., 2008), el estrés oxidativo (Drdge y Schipper, 2007), la
apoptosis (Albrecht et al., 2007) y/o una disminucién de la
plasticidad sinaptica (Bishop et al., 2010). El aumento de
la expresion de TNF-a e IL1-f, en el cerebro de los ratones
viejos podria indicar que en estos animales hay un estado
de neuroinflamacion que podria tener efectos perjudiciales
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incluyendo la muerte neuronal. Ademas, hemos observado
una reduccion de la expresion de BDNF y de sinaptofisina
y sinapsina en el cerebro de los ratones viejos, lo que sugie-
re que tanto la transmision sinaptica como la supervivencia
se encuentran alteradas durante la senescencia. En este estu-
dio, también se ha observado que la edad indujo un aumento
de los marcadores pro-apoptoticos (BAD, BAX y AIF). Por
el contrario, los factores antiapoptéticos disminuyeron o no
se modificaron (Bcl-2). Esto indica que la relacion entre fac-
tores pro- y anti-apoptosis se encuentra alterada, a favor de
los primeros en los cerebros de los animales viejos y apoya-
ria la hipdtesis de que el aumento de la apoptosis secundaria
a una inflamacién crénica podria jugar un papel importante
en el daflo cerebral secundario al envejecimiento.

El XN inhibi6 significativamente los niveles de IL-18
y TNF-a, y redujo el desequilibrio entre factores pro- y an-
ti-apoptoticos observado en el cerebro de ratones viejos. La
restauracion de este balance entre marcadores pro- y anti-
apoptdticos, podria ser importante al reducir el paso a un
estado patoldgico. Ademas, el XN indujo un aumento de la
expresion de BDNF. Estos resultados sugieren que esta mo-
lécula podria ser un candidato atractivo para la modulacioén
de la respuesta inflamatoria en el cerebro.

En resumen, el aumento de marcadores proinflamatorios
y la alteracion del equilibrio entre factores pro- y anti-apop-
toticos, a favor de los primeros, podria contribuir a la pérdida
de proteinas sinapticas. La administracion de XN redujo par-
cialmente los efectos del envejecimiento. Estos resultados
parecen sugerir para el XN un papel como agente nutricional
y farmacolégico eficaz que puede ser utilizado para mejo-
rar las alteraciones cerebrales secundarias al envejecimiento.
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