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El aumento de la esperanza de vida poblacional que ha tenido lugar en las últimas décadas, 

previsiblemente conducirá a un incremento de la incidencia de enfermedades asociadas con 

la edad, incluyendo la demencia. La principal causa de demencia es la enfermedad de 

Alzheimer (AD) contra la que no existen tratamientos efectivos, por lo que se está 

convirtiendo en un obstáculo para el envejecimiento saludable. Es de gran interés científico 

y social la búsqueda de nuevas dianas terapéuticas para disminuir el riesgo de AD y la 

severidad de la patología una vez desencadenada. 

 

En esta tesis se estudia la vía de longevidad y neuroprotección de SIRT1, una desacetilasa 

que tiene una actividad antienvejecimiento en cuanto a su contribución al mantenimiento de 

la fisiología celular. Estudios previos sugieren que puede ser eficaz contra aspectos de la 

patología neuronal de tipo amiloide y tau que cursa en AD.  

 

El objetivo general es definir la vía de SIRT1 como diana terapéutica en AD. El estudio se ha 

llevado a cabo en ratones 3xTg-AD y cultivos neuronales de estos ratones, como modelos 

experimentales in vivo e in vitro, respectivamente, de AD.  

 

La investigación se ha desarrollado en los siguientes estudios: 

 

Estudio 1: Se demuestra que la sobreexpresión de SIRT1 mediante la inyección de un 

vector lentiviral en el hipocampo de ratones 3xTg-AD induce protección de la pérdida 

cognitiva, ya que los ratones 3xTg-SIRT1 muestran memoria y capacidad de aprender 

durante los diferentes ensayos de comportamiento. Los análisis muestran que los ratones 

3xTg-SIRT1 favorecen la vía no amiloidogénica de la proteína APP mediante el aumento de 

la expresión de ADAM10. El incremento de los niveles de los factores neurotróficos BDNF y 

VEGF analizados en el hipocampo también adquiere importancia en la protección cognitiva 

ya que favorecen la plasticidad neuronal. Es notable el hecho de que el efecto pro-cognitivo 

inducido por la sobreexpresión de SIRT1 se detecta también en ratones control.  

 

Estudio 2: Mediante los cultivos de neuronas 3xTg-SIRT1 se demuestra un aumento de las 

vías de degradación por las que disminuye el péptido Aβ, con aumento de la proteína IDE y 

del sistema ubiquitina-proteasoma. La activación de la vía no amiloidogénica de 
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procesamiento de la APP promovida por SIRT1 contribuye a la disminución de Aβ. La 

diminución de p-tau se produce a través de la desacetilación de la proteína ac-tau que 

induce su degradación por el proteasoma. El aumento de los niveles de factores 

neurotróficos y la mejora de la arborización es otro de los mecanismos implicados en la 

neuroprotección inducida por SIRT1 y se observa en neuronas 3xTg-AD y en neuronas 

control. Igualmente destacable es el hecho que la activación de las vías de proteólisis de 

proteínas anormales se detecta también en las neuronas control. 

 

Estudios 3 y 4: El ensayo de dos moléculas activadoras de SIRT1 que pueden ingerirse con 

la dieta, resveratrol y melatonina, ha demostrado sus efectos neuroprotectores en ratones 

3xTg-AD. Los análisis realizados muestran que el tratamiento con melatonina o con 

resveratrol induce una actividad recuperadora de la capacidad cognitiva y neuroprotectora 

de la patología AD. Los mecanismos estudiados demuestran la implicación de la vía SIRT1.  

 

En esta tesis se ha demostrado que la activación farmacológica de SIRT1 puede ser una 

buena estrategia terapéutica para prevenir y proteger contra los procesos 

neurodegenerativos, ya que los beneficios incluyen: (i) la total preservación de la capacidad 

cognitiva, (ii) una extraordinaria protección contra la patología amiloide y tau, (iii) activación 

de las vías de proteólisis de proteínas anormales, y (iv) activación del neurotrofismo. 
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El incremento progresivo de la esperanza de vida ha dado lugar a un aumento de la 

incidencia de enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el envejecimiento, tales 

como la enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer’s disease), un trastorno 

neurodegenerativo progresivo que conduce a una disfunción sináptica, demencia y 

finalmente a la muerte. AD es la causa de demencia más común y se está convirtiendo en 

un obstáculo para conseguir un envejecimiento saludable.  

En esta tesis se ha estudiado la proteína SIRT1, una desacetilasa que contribuye a la 

regulación celular en respuesta a estresores y promueve la longevidad del organismo. 

SIRT1 induce efectos neuroprotectores contra la patología AD mediante la regulación de la 

acetilación de proteínas clave.  

La modulación farmacológica de SIRT1 resulta interesante para el control de la pérdida 

cognitiva relacionada con la edad. SIRT1 puede ser modulada mediante estilos de vida, 

tales como el ejercicio físico y mediante algunas dietas como la administración de 

resveratrol.  

A lo largo de esta tesis se han estudiado los efectos neuroprotectores de SIRT1 mediante su 

sobreexpresión y el efecto de compuestos activadores de SIRT1 como son el resveratrol y la 

melatonina.  

 

 

1. El envejecimiento 

Desde un punto de vista biológico, el envejecimiento se define como el conjunto de 

modificaciones inevitables e irreversibles que se producen en el organismo con el paso del 

tiempo, que provocan una disminución gradual del funcionamiento de los órganos y que 

finalmente conducen hacia la muerte del individuo.  

Es difícil determinar el momento en el que se inicia el envejecimiento, aunque está 

considerado que se manifiesta a partir del estado de máxima vitalidad, alrededor de los 26-

30 años (Belsky et al., 2015). La población de personas mayores de 65 años es cada vez 

más numerosa en nuestra sociedad (World Health Statistics, 2016), por lo que el estudio de 

los mecanismos asociados a las enfermedades relacionadas con la edad es vital para 

mantener una buena calidad de vida a largo de edades avanzadas. 
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Hasta el momento no existe una única definición aceptada, sin embargo el proceso de 

envejecimiento presenta las siguientes características (Vina et al., 2007): 

- Universal: ocurre en todos los organismo vivos y se presenta de manera similar en 

todos los individuos de una misma especie. 

- Deletéreo: el proceso lleva hacia una pérdida progresiva de funciones en el organismo. 

- Progresivo: los cambios se producen de manera acumulativa e irreversible a lo largo de 

la vida. 

- Intrínseco: las causas son de origen endógeno y no dependen de factores ambientales 

modificables. 

 

 

2. Teorías clásicas del envejecimiento 

Existen multitud de teorías que intentan explicar el proceso de envejecimiento y que se 

dividen en dos tipos de pensamiento (Weinert and Timiras, 2003). Las teorías estocásticas 

proponen que el envejecimiento se produce como consecuencia de alteraciones aleatorias 

que se acumulan a lo largo del tiempo en el organismo, mientras que el pensamiento no 

estocástico considera que el envejecimiento del organismo está predeterminado y que es 

una continuación del proceso de desarrollo que corresponde a la última etapa dentro de una 

secuencia de eventos codificados en el genoma.  

 

a) Teorías estocásticas 

 Teoría del error catastrófico: Propone que con el paso del tiempo se producen 

errores en la replicación del material genético que se van acumulando. Los errores en 

la síntesis proteica producen daño en la función celular y finalmente la muerte (Orgel, 

1963). 

 Teoría del entrecruzamiento: Postula que con el paso del tiempo las proteínas se 

deterioran y se producen entrecruzamientos entre proteínas y otras macromoléculas 

celulares, de manera que no pueden ejercer la función correcta y se desarrollan 

enfermedades (Bjorksten, 1968). 

 Teoría del desgaste: Propone que cada organismo está formado por partes 

irreemplazables y que una acumulación de daño en las partes vitales comporta la 

muerte de las células, tejidos, órganos y finalmente del organismo. 

 Teoría de los radicales libres: Teoría de las más populares y aceptadas que propone 

que el envejecimiento es el resultado de una inadecuada protección contra el daño 

producido en los tejidos por los radicales libres (Harman, 1956). Se ha demostrado 
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que ciertos antioxidantes, mediante la disminución radicales libres, pueden prevenir la 

aparición de enfermedades asociadas con la edad además de aumentar la esperanza 

de vida en diferentes especies (Anisimov et al., 2006; Marchal et al., 2013). 

 Teoría del estrés oxidativo y daño mitocondrial. Se sugiere que el envejecimiento 

es el resultado del daño causado por las especies reactivas de oxígeno (ROS, del 

inglés reactive oxygen species) en el genoma mitocondrial de las células postmitóticas 

(Miquel, 1998; Vina et al., 2007). De esta manera la función celular se encuentra 

alterada y disminuye la resistencia ante situaciones de estrés, produciéndose daño 

oxidativo, disfunción celular y que finalmente culmina con la muerte celular (Hiona and 

Leeuwenburgh, 2008). 

 

b) Teorías no estocásticas 

 Teoría del marcapasos: Determina que los sistemas inmune y neuroendocrino son 

los marcadores internos del proceso de envejecimiento y que la degeneración está 

determinada para ocurrir en momentos específicos de la vida, actuando como un reloj 

biológico (Burnet, 1970). 

 Teoría genética: Teoría de las más aceptadas que sostiene que durante la replicación 

del DNA (del inglés deoxyribonucleic acid) se produce un acortamiento de los 

telómeros a lo largo de las sucesivas divisiones celulares que determina el tiempo de 

vida celular (Olovnikov, 1996). 

 

Para todas estas teorías se han hallado evidencias científicas que las respaldan, aunque 

ninguna de ellas por sí sola puede explicar el proceso del envejecimiento en su totalidad, ya 

que es un proceso multifactorial en el que hay un conjunto de interacciones de origen 

genético que se ven influidos por el medio ambiente y por los estilos de vida de cada 

persona. 

 

 

3. Marcadores moleculares del envejecimiento  

Actualmente se han definido nueve indicadores moleculares del envejecimiento que se 

clasifican en tres categorías dependiendo del efecto que se consigue incidiendo sobre ese 

mecanismo (Lopez-Otin et al., 2013). La combinación de estos enfoques permite una 

comprensión detallada de los mecanismos fundamentales del envejecimiento y facilita 

futuras intervenciones para poder obtener un envejecimiento saludable. 
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a) Daños primarios 

Son los causantes primarios del envejecimiento, y al incidir sobre un único mecanismo es 

posible retrasar el envejecimiento de muchos organismos y tejidos. 

 Inestabilidad genómica: Se refiere a los defectos que se van acumulando en los 

genes a lo largo del tiempo, por causas intrínsecas o extrínsecas, ya que debe haber 

un equilibrio entre las lesiones del DNA y las vías de reparación (Moskalev et al., 

2013).  

 Desgaste de los telómeros: La función de los telómeros es la estabilidad estructural 

del cromosoma y la protección de los extremos a lo largo de las sucesivas divisiones 

celulares. Los extremos de los cromosomas se van acortando tras cada división 

celular, de modo que cuando son muy cortos la célula no puede dividirse y muere 

(Blackburn et al., 2006). 

 Alteraciones epigenéticas: Son los daños a las proteínas que se unen al DNA, 

debidos a la exposición al ambiente. En los cambios epigenéticos tienen gran 

influencia los hábitos de vida (Talens et al., 2012). 

 Pérdida de proteostasis: Se producen alteraciones en la capacidad de degradación 

de proteínas aberrantes, de manera que las proteínas defectuosas no se eliminan y se 

acumulan, causando patologías asociadas al envejecimiento. En la AD se produce una 

acumulación de las proteínas Aβ y p-tau, por lo que las neuronas acaban muriendo 

(Powers et al., 2009). 

 

b) Daños secundarios 

Son las respuestas del organismo a las causas desencadenantes del envejecimiento y que 

tratan de corregir sus daños, sin embargo, si se cronifican o agravan también se vuelven 

dañinas. 

 Desregulación de los sensores de nutrientes: Son mecanismos metabólicos que 

hacen que se prolongue la longevidad debido a una disminución en la ingesta de 

calorías (Mattison et al., 2012).  

 Disfunción mitocondrial: Se trata de un desequilibrio entre la producción de ROS y 

la capacidad de un sistema biológico de reparar el daño oxidativo producido (Park and 

Larsson, 2011). 

 Senescencia celular: Induce a la célula a dejar de dividirse cuando acumula muchos 

defectos (Kuilman et al., 2010), de manera que se pueden prevenir enfermedades 

como el cáncer. Sin embargo, si esta respuesta se da en exceso se producen 

procesos de daño celular y los tejidos envejecen.  
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c) Daños terciarios 

El tercer grupo de indicadores son los fallos funcionales resultantes que emergen cuando los 

daños causados no pueden ser compensados. 

 Agotamiento de células madre: Las células madre se agotan, por lo que se produce 

una disminución del potencial regenerador de los tejidos (Shaw et al., 2010). 

 Alteración de la comunicación intercelular: Se trata de la aparición de errores 

debidos a la pérdida de comunicación entre tejidos, que pueden dar lugar al proceso 

de inflamación crónica (Zhang et al., 2013). 
 

 
 

Imagen 1. Marcadores moleculares del envejecimiento. El esquema enumera las nueve características del 

envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013). 

 

 

4. Enfermedad de Alzheimer 

La enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer’s disease) es un trastorno 

neurodegenerativo progresivo que conduce a un deterioro de la función cerebral y 

finalmente a la muerte. El cerebro del afectado por AD muestra una patología típica con la 

presencia de deposiciones extracelulares de proteína β-amiloide (Aβ) y de ovillos 

neurofibrilares (NFT, del inglés neurofibrillary tangles) de proteína tau hiperfosforilada (p-tau) 

(Hardy and Selkoe, 2002). 

La deficiencia más notable en los afectados por AD es la pérdida de memoria y una 

inhabilidad para adquirir nueva información (Kazui et al., 2005), aunque los primeros 

síntomas se suelen confundir con la vejez (Waldemar et al., 2007). 
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Imagen 2. Alteraciones histopatológicas típicas del cerebro afectado de Alzheimer: placas seniles de β-amiloide 

y ovillos neurofibrilares de proteína tau hiperfosforilada. http://morebrainpoints.blogspot.com.es 

 

A medida que la enfermedad avanza se produce una degeneración de las neuronas 

involucradas en los procesos de la memoria, que incluye la muerte selectiva de células 

nerviosas, la pérdida de sinapsis neuronal, la disminución en los niveles de 

neurotransmisores, la disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo, la neuroinflamación y la 

atrofia de diferentes zonas del cerebro que finalmente producen la perdida de la función 

cognitiva y posteriormente la muerte del individuo (DeKosky and Scheff, 1990). Además, los 

afectados presentan dificultades para el lenguaje, pérdida de la orientación y de la facultad 

de reconocimiento, problemas para ejecutar movimientos coordinados, y padecen trastornos 

conductuales que acaban afectando a la capacidad de juicio (Cummings, 2004). 
 

 

Imagen 3. Secciones transversales de un cerebro sano y un cerebro afectado de enfermedad de Alzheimer. Las 

zonas relacionadas con el lenguaje y la memoria se encuentran afectadas. Imagen modificada de 

www.brightfocus.org 
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a) Medicamentos 

Actualmente no existen tratamientos efectivos contra la AD. Donezepilo, rivastigmina y 

galantamina son agentes farmacológicos con acción pro-colinérgica por inhibición de la 

acetilcolinesterasa. Memantina actúa como antagonista de NMDA (del inglés N-methyl-D-

aspartate). En todos los casos son tratamientos sintomáticos que no evitan la progresión de 

la enfermedad (Kumar et al., 2015). 

El conocimiento actual de que existe una larga fase preclínica asintomática previa a la 

aparición de los primeros síntomas de declive cognitivo ha estimulado el ensayo de nuevos 

tratamientos preventivos y terapéuticos (Molinuevo et al., 2016). 

 

b) Epidemiologia 

En los últimos años, el aumento de la esperanza de vida ha dado lugar a un incremento de 

la incidencia de las enfermedades neurodegenerativas. Los datos indican que actualmente 

46.8 millones de personas en todo el mundo padecen algún tipo de demencia y se estima 

que esta cifra aumentará hasta los 74.7 millones en 2030 y hasta los 131.5 millones en 2050 

(World Alzheimer Report, 2015). 

La causa de demencia más común es AD, con un 60-70% de los casos (Reitz et al., 2011) y 

las predicciones muestran que en 2050 estará afectada 1 de cada 85 personas, por lo que 

se está convirtiendo en un obstáculo para el envejecimiento saludable (Brookmeyer et al., 

2007). En las personas mayores de 65 años afecta al 7-10% de los individuos, mientras que 

si se sobrepasan los 80 años el porcentaje aumenta hasta un 40% (Wimo et al., 2003). A 

nivel mundial, se presenta una prevalencia regional del 1.6% en África, del 4% en las 

regiones de China y el Pacífico Occidental, del 4.6% en América Latina, del 5.4% en el oeste 

Europa y del 6.4% en América del Norte (Ferri et al., 2005). 

 

c) Antecedentes históricos 

La AD fue descrita por primera vez el 4 de noviembre de 1906, cuando el alemán Alois 

Alzheimer (1864-1915) presentó una ponencia que describía una inusual enfermedad de la 

corteza cerebral. En el trabajo del doctor Alzheimer se describió el cuadro clínico de los 4 

años de evolución de Auguste Deter, una mujer de 51 años que presentaba alteraciones 

psiquiátricas junto con un deterioro rápido y progresivo de la memoria, y que falleció a causa 

de una septicemia y neumonía (Tanzi and Bertram, 2005).  

El estudio histológico del cerebro, mediante la utilización de tinción de plata, mostró la 

presencia de lesiones histopatológicas señaladas como placas seniles o amiloideas, NFT y 

cambios arterioscleróticos cerebrales (Goedert and Spillantini, 2006).  
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Desde entonces se ha demostrado que el componente mayoritario de las placas seniles es 

Aβ y que los NFT están formados por p-tau (Hardy and Selkoe, 2002). Estas alteraciones 

neuropatológicas se sitúan fundamentalmente en el hipocampo, el subiculum, la amígdala y 

las áreas de asociación neocorticales (Walsh and Selkoe, 2004). 

 

 

5. Tipos de enfermedad de Alzheimer 

a) Alzheimer familiar 

Forma poco frecuente de AD que representa menos del 5% del total de casos y que aparece 

a una edad temprana, entre los 40-65 años (Campion et al., 1999). Al producirse de forma 

prematura es un tipo más agresivo de AD, ya que compromete la calidad de vida del 

afectado durante mucho más tiempo.  

En la enfermedad de Alzheimer familiar (FAD, del inglés familiar Alzheimer’s disease) existe 

una predisposición genética, ya que tiene un patrón de herencia mendeliano autosómico 

dominante. Las mutaciones en los genes de la proteína precursora amiloide (APP, del inglés 

amyloid precursor protein), presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2) están 

relacionadas con la FAD y se han asociado con un aumento en la producción de Aβ. 

 

 Mutaciones en el gen APP: 

Se han descrito varias mutaciones que afectan a la expresión del gen que codifica la APP, 

localizado en el cromosoma 21. Estas mutaciones pueden conducir a una mayor producción 

de péptido Aβ o selectivamente de las formas más largas de 42 y 43 aminoácidos que tienen 

una mayor tendencia a la agregación que las formas más cortas de 36-40 aminoácidos.  

La mutación más común de APP reemplaza al aminoácido valina por el aminoácido 

isoleucina en la posición 717. En la mutación sueca (APPSwe) se produce un doble cambio 

de aminoácidos en las posiciones 670/671 cerca del lugar de corte de la β-secretasa, lo que 

promueve un mayor aumento de la escisión de APP (Haass et al., 1995). La mutación Ártica 

(APPArc) da lugar a formas de aparición temprana de AD en las que aumenta la agregación 

de Aβ (Nilsberth et al., 2001). Las mutaciones en la zona de corte de la γ-secretasa, como la 

Florida en la posición 716 o la London en la 717, también incrementan la formación de Aβ. 

Las mutaciones Flamenca y Holandesa, en las posiciones 692 y 693 respectivamente, se 

encuentran cerca del lugar de corte de la α-secretasa y producen hemorragias cerebrales 

con amiloidosis y AD (Tomiyama et al., 2008).  
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 Mutaciones en los genes PSEN1 y PSEN2: 

Los genes PSEN1 y PSEN2 codifican para las proteínas presenilina 1 (PS1) y presenilina 2 

(PS2), proteínas transmembrana que forman parte del complejo γ-secretasa y que tienen 

una función reguladora en el procesamiento de la proteína APP. Las mutaciones en los 

genes de las presenilinas representan un 90% de las mutaciones presentes en la FAD, y en 

concreto las mutaciones de PSEN1 conforman el 70% de las mutaciones patogénicas, 

siendo el gen más involucrado. Las mutaciones en el cromosoma 14 provocan una PS1 

anormal, mientras que mutaciones en el cromosoma 1 conducen hacia una PS2 anormal 

(Bird, 2008). A pesar de que existe un 67% de homología entre la secuencia primaria de 

aminoácidos de ambas presenilinas, la especificidad para PS1 y PS2 proviene de dos 

regiones, situadas en el extremo N-terminal y dentro del bucle hidrofílico formado entre las 

regiones transmembrana 6 y 7 (De Strooper et al., 1997).  

Como principal factor patogénico, las mutaciones en estos enzimas llevan a la disfunción de 

la proteólisis del APP generándose un aumento patológico de la ratio Aβ42/Aβ40. Sin 

embargo, las presenilinas proteolizan sobre una gran variedad de sustratos intramembrana y 

también se han estudiado efectos patogénicos relacionados con la respuesta al estrés 

celular (Sarroca et al., 2016). 

 

b) Alzheimer esporádico 

Representa la gran mayoría de los casos de AD (>95%) y es conocida por tener una 

aparición tardía a partir de los 65 años. Las causas no se conocen con exactitud, pero es 

probable que incluyan una combinación de factores genéticos, ambientales y de estilo de 

vida. La edad es el principal factor de riesgo, de tal forma que la prevalencia de AD se 

duplica cada 5 años después de los 65 años de edad (Barranco-Quintana et al., 2005). 

No se conocen los mecanismos del desencadenamiento de AD causado por procesos 

ligados al envejecimiento cerebral, aunque se ha propuesto el aumento de los niveles de 

estrés oxidativo y de inflamación como factores significativos (Wu et al., 2016). El 

polimorfismo genético ApoE4 (Raber et al., 2004), los defectos mitocondriales (Reddy and 

Beal, 2005), la diabetes de tipo 2 (Qiu and Folstein, 2006), los factores ambientales (Lazarov 

et al., 2005) y la dieta (Morris, 2004; Tchantchou et al., 2005) son otros de los factores de 

riesgo asociados con el AD esporádico. Estudios recientes sugieren que estilos de vida 

como una dieta saludable y la práctica de ejercicio físico pueden ser una terapia preventiva 

para el AD (Barnard et al., 2014). 

El alelo E4 de la apolipoproteína E (APOE, cromosoma 19) está asociado con una amplia 

variedad de procesos neuropatológicos y aumenta el riesgo de desarrollar AD, 
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especialmente en los casos homocigóticos (Bertram and Tanzi, 2005; Mahley et al., 2006), 

aunque se ha sugerido que el mayor riesgo de desarrollar AD conferido por los alelos E4 

puede ser más importante en las mujeres (Altmann et al., 2014). Por el contrario, se ha 

postulado un efecto protector para el alelo E2 (Mahley and Huang, 1999). Actualmente se 

están desarrollando fármacos para prevenir AD mediante el cambio estructural de la 

proteína ApoE4, para que se comporte más como la proteína ApoE2, o incluso mediante la 

mejora de las interacciones entre ApoE4 y Aβ, con la esperanza de aumentar la depuración 

de Aβ en el cerebro 

 

 

6. Procesamiento de la proteína precursora amiloide 

La APP es una proteína integral de membrana tipo I, con el extremo amino-terminal 

orientado hacia el espacio extracelular y el extremo carboxi-terminal (CTF) hacia el citosol 

(Kang et al., 1987; Dyrks et al., 1988), que está relacionada con la sinapsis y la plasticidad 

entre neuronas. Para funcionar, la APP necesita ser procesada en la membrana plasmática 

mediante la acción de tres tipos de proteasas; α, β, γ (Haass, 2004), dando lugar a dos 

formas alternativas de procesamiento que liberan fragmentos casi idénticos, aunque esos 

pocos aminoácidos de diferencia son capaces de dar lugar a AD (Tanzi and Bertram, 2005). 

La vía no amiloidogénica parece ser neuroprotectora, mientras que la vía amiloidogénica 

genera el péptido Aβ (Vetrivel and Thinakaran, 2006). Ambas vías compiten entre ellas, ya 

que incrementando la actividad α-secretasa se reduce la producción del péptido Aβ (Nitsch 

et al., 1992; Postina et al., 2004).  
 

 

Imagen 4. Representación de las vías del procesamiento de la APP (Zolezzi et al., 2014). 
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a) Vía no amiloidogénica 

El procesamiento no amiloidogénico de la APP comienza con la acción de la α-secretasa 

(Esch et al., 1990; Sisodia et al., 1990), la cual realiza un corte en la parte extracelular de la 

APP a nivel del aminoácido 687, que libera una porción extracelular soluble denominada 

sAPPα. Se ha sugerido que el fragmento sAPPα tiene un papel neuroprotector (Mudher and 

Lovestone, 2002; Selkoe, 2004). Este procesamiento genera además el fragmento carboxi-

terminal de 83 residuos (α-CTF o C83), que carece de la porción del dominio Aβ.  

Posteriormente, el C83 es proteolizado por la γ-secretasa, de manera que se libera un 

pequeño péptido llamado p3 (Haass et al., 1993), que aparentemente es patológicamente 

irrelevante, y también un dominio intracelular de APP (AICD, del inglés APP intracellular 

domain) (Gu et al., 2001; Sastre et al., 2001), que es liberado al citosol y que tiene funciones 

a nivel de señalización nuclear (Cao and Sudhof, 2001; von Rotz et al., 2004). 

 

Imagen 5. Procesamiento no amiloidogénico de la APP. Corte mediado por α-secretasa y γ-secretasa 

respectivamente (Crump et al., 2013). 

 

 ADAM10: 

Varias metaloproteasas dependientes de zinc y miembros de la familia de las disintegrinas A 

tienen función α-secretasa (Allinson et al., 2003), aunque existen evidencias que sugieren 

que ADAM10 (del inglés a disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10) 

es la que ejerce la principal actividad constitutiva α-secretasa en las neuronas (Kuhn et al., 

2010). La sobreexpresión de ADAM10 en ratones transgénicos reduce el procesamiento de 

APP a través de BACE1 (del inglés beta-site APP cleaving enzyme 1), de modo que 

disminuye la deposición de Aβ (Postina et al., 2004), por lo que podría ser una buena diana 

terapéutica. 
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b) Vía amiloidogénica 

El procesamiento amiloidogénico de la APP comienza con la acción de la β-secretasa, la 

cual realiza un corte en la parte extracelular de la APP a nivel del aminoácido 671, liberando 

de esta forma una porción extracelular soluble denominada sAPPβ (Haass, 2004). El 

fragmento sAPPβ liberado parece funcionar como ligando del DR6 (del inglés death receptor 

6), un receptor de la superficie celular que transmite señales de apoptosis al unirse a 

ligandos específicos, mediando la destrucción axonal y la muerte de las neuronas (Nikolaev 

et al., 2009).  

Este procesamiento también genera un fragmento carboxi-terminal de 99 residuos (β-CTF o 

C99) que se retiene en la membrana y que puede ser a la vez proteolizado por la γ-

secretasa para dar lugar a AICD y a los péptidos Aβ, que se acaban acumulando de manera 

extracelular en forma de placas amiloides (LaFerla et al., 2007; Rajadas et al., 2013). 

 

Imagen 6. Procesamiento de la APP por la vía amiloidogénica. Corte mediado por β-secretasa y γ-secretasa 

respectivamente (Crump et al., 2013). 

 

 BACE1: 

Las principales responsables de la actividad β-secretasa son las proteasas BACE, aunque 

BACE1 se considera más importante que BACE2 (Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Lin 

et al., 2000). La proteasa BACE1 está anclada a la membrana mediante un dominio 

transmembrana (Hong et al., 2000) y posee un dominio aspartil-proteasa en la porción 

extracelular que realiza el corte. BACE1 se expresa de forma ubicua, aunque los niveles y la 

actividad están incrementados en los cerebros de afectados por AD. La actividad β-

secretasa es el factor limitante a la hora de generar Aβ, por lo que el estudio de BACE1 es 

de gran interés para su utilización como diana terapéutica para tratar AD (Vassar, 2004).  
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A pesar de que parecía seguro inactivar la actividad de BACE1, han sido caracterizados 

otros sustratos fisiológicos naturales de esta proteasa que podrían generar efectos 

colaterales no deseados si no fueran procesados por haber inhibido la actividad de BACE1. 

En el estudio de ratones knockout de BACE1 se mostró que son viables, fértiles y que no 

presentan déficits graves a nivel comportamental, morfológico o de desarrollo (Cai et al., 

2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001), aunque muestran diversas anomalías en la 

neurofisiología, incluyendo fallos en el desarrollo de los nervios periféricos, comportamientos 

alterados y mayor sensibilidad al dolor (Harrison et al., 2003). 

 

 γ-secretasa: 

La liberación de Aβ a partir de su precursor APP está mediada en última instancia por la γ-

secretasa, y se realiza en su dominio transmembrana. La γ-secretasa es un complejo con 

actividad proteasa que consta de cuatro subunidades necesarias para que el complejo tenga 

actividad (Edbauer et al., 2003; Steiner et al., 2008), aunque las más importantes son las 

presenilinas (Wolfe et al., 1999). 

El procesamiento de APP por la γ-secretasa no está restringido a un único lugar de escisión, 

y el último corte puede ocurrir en condiciones fisiológicas entre los aminoácidos 37 y 43 del 

dominio Aβ. Esta diferencia en los aminoácidos de escisión es de gran importancia en la 

patología de AD, ya que se generan dos tipos de procesamiento secuencial que llevan a la 

generación principalmente de Aβ40 o de Aβ42. Las formas de Aβ de 42 aminoácidos 

agregan mucho más, y parecen ser las responsables de la generación de oligómeros, los 

cuales afectan a la memoria y a la viabilidad celular (Haass and Selkoe, 2007). Actualmente 

se está investigando para poder modular terapéuticamente las escisiones y así prevenir la 

producción selectiva de Aβ42 (Schenk et al., 2012). 

 

 

7. Fosforilación de tau 

La proteína tau es una proteína importante del citoesqueleto de las neuronas que se 

encarga de la estabilización de los microtúbulos axonales a través de la interacción con la 

tubulina. Durante el desarrollo de AD, la proteína tau padece modificaciones y comienza a 

fosforilarse por múltiples sitios y a agregarse en forma de NFT, de manera que se altera su 

función biológica (Delacourte and Defossez, 1986). Las neuronas afectadas por NFT 

presentan microtúbulos anormales (Gray et al., 1987) y una disminución de la tubulina 

estable (Hempen and Brion, 1996), lo que desencadena en una pérdida de la capacidad de 

mantener el transporte axonal y en una disminución de las conexiones sinápticas de las 
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neuronas (Alonso et al., 2001; Baas, 2013). Los NFT son formaciones intracelulares 

secundarias a la hiperfosforilación anormal de tau formando filamentos helicoidales 

apareados asociados a ubiquitina (Wang et al., 2007). Algunos NFT son ubiquitinados (Perry 

et al., 1987) y la muerte neuronal parece ser el punto final a la degeneración neurofibrilar 

(Cras et al., 1995). 
 

 

Imagen 7. Agregación de tau hiperfosforilada en ovillos neurofibrilares. http://neurowiki2014.wikidot.com 

 

 

8. Proteostasis 

Uno de los cambios moleculares del envejecimiento que probablemente más contribuye al 

desarrollo de la patología de AD, es la deficiencia en los mecanismos de control celular que 

degradan las proteínas anormales o mal plegadas. Estos mecanismos incluyen el sistema 

ubiquitina-proteasoma (UPS, del inglés ubiquitin-proteasome system), la autofagia y las 

chaperonas moleculares. Evidencias crecientes postulan alteraciones funcionales de UPS y 

sus componentes moleculares como causantes de cambios tempranos en la patología AD 

(Gadhave et al., 2016). 

El reciclaje de las proteínas defectivas derivadas de acúmulos de Aβ y p-tau se lleva a cabo 

principalmente mediante el UPS (Hershko and Ciechanover, 1998; Ciechanover and Kwon, 

2015), aunque el péptido Aβ también puede ser degradado de manera independiente 

mediante la enzima neprilisina (Leissring and Turner, 2013) y la enzima degradadora de 

insulina (IDE, del inglés insulin-degrading enzyme) (Qiu et al., 1998). 

El proceso de degradación de proteínas aberrantes mediante el UPS está involucrado en 

muchos mecanismos celulares tales como la plasticidad neuronal y la memoria (Fonseca et 

al., 2006; Karpova et al., 2006). Esta vía de reciclaje utiliza una cascada enzimática que 

consiste en la unión de varias moléculas de ubiquitina a la proteína aberrante. Las enzimas 

E1 se encargan de la activación de la ubiquitina, mientras que las enzimas E2 transfieren la 
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ubiquitina ya activada hacia las enzimas de ligación E3. La poliubiquitinación marca a la 

proteína aberrante y la conduce hacia el complejo proteasoma 26S para su posterior 

degradación proteolítica (Hershko and Ciechanover, 1998; Petrucelli et al., 2004). El 

proteasoma 26S puede localizarse en el núcleo o en el citoplasma y está conformado por el 

núcleo catalítico 20S y dos unidades regulatorias 19S. El complejo 20S está compuesto por 

cuatro anillos, formados a su vez de varias proteínas, las subunidades estructurales α y las 

catalíticas β (Groll et al., 1997; DeMartino and Slaughter, 1999). El complejo 19S está 

situado en los extremos del complejo 20S y se encarga de abrir el anillo α del 20S, y a 

desplegar las moléculas para que puedan ser introducidas dentro del compartimento 

catalítico. Durante este proceso, la proteína de choque térmico 70 (Hsp70, del inglés heat 

shock protein 70) actúa como chaperona y facilita la ubiquitinación de las proteínas 

mediante la interacción con la proteína CHIP (del inglés carboxyl-terminus of Hsp70 

interacting protein) y la ligasa E3 (Westerheide et al., 2009). La degradación de proteínas 

anormales por autofagia tiene lugar en respuesta a condiciones de estrés celular mediante 

el sistema endosomal/lisosomal. Alteraciones de la autofagia en neuronas afectadas por la 

patología AD contribuyen a la muerte neuronal (Zare-Shahabadi et al., 2015).  

 
Imagen 8. La vía ubiquitina-proteasoma. Los círculos rojos que representan la ubiquitina (Goldberg, 2003). 

 

 

9. Neuroinflamación 

La inflamación es una respuesta protectora del organismo utilizada para eliminar la causa 

inicial de una lesión celular. Si la lesión no se restablece, la respuesta inflamatoria se 

convierte en una condición crónica, por lo que el daño causado tiende a acumularse 

lentamente, incluso de forma asintomática durante años, conduciendo hacia un deterioro 

severo del tejido (Tuppo and Arias, 2005; Heneka and O'Banion, 2007).  
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La inflamación crónica es un mecanismo biológico común del envejecimiento que se ha 

relacionado con el inicio y la evolución de enfermedades relacionadas con la edad (Yu and 

Chung, 2006; Chung et al., 2009). Se ha sugerido que el proceso inflamatorio cerebral, 

conocido como neuroinflamación, desarrolla un papel fundamental en la patología AD 

(Holmes, 2013). La neuroinflamación se produce en las regiones patológicamente 

vulnerables a AD (Akiyama et al., 2000), con una mayor expresión de citoquinas 

proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral α (TNF-α, del inglés tumor necrosis 

factor alpha), la interleuquina (IL) 6 e IL-1β, que son apenas detectables en el cerebro sano 

(Cacquevel et al., 2004; Vasto et al., 2007). Los depósitos de Aβ y los ovillos neurofibrilares 

inician en el cerebro una respuesta inflamatoria crónica mediante la activación de microglía y 

astrocitos, de manera que se promueve la liberación de mediadores inflamatorios (Calsolaro 

and Edison, 2016). Los mediadores inflamatorios y las condiciones de estrés, a su vez, 

aumentan la producción de Aβ e inhiben la formación de la fracción sAPPα que tiene un 

efecto protector neuronal. La activación crónica de la microglía puede dañar a neuronas 

adyacentes liberando productos tóxicos como especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno. 

Además, esta respuesta inflamatoria puede obstaculizar la activación de la microglía para 

fagocitar el péptido Aβ, lo que provoca su acumulación y agregación en forma de placas 

amiloides. Por otra parte, Aβ induce la expresión de citoquinas proinflamatorias en las 

células gliales de manera que se genera un círculo vicioso. Varias evidencias sugieren que 

todos estos factores pueden contribuir a la disfunción sináptica y a la muerte neuronal 

(Brown and Bal-Price, 2003). 

Las citoquinas desempeñan un papel clave en el proceso inflamatorio y antiinflamatorio. Un 

factor importante en el inicio del proceso inflamatorio es la sobreexpresión de la IL-1, la cual 

induce a muchas reacciones que causan disfunción y muerte neuronal. Otras citoquinas 

importantes en la neuroinflamación son la IL-6 y el TNF-α. Por el contrario, IL-4 e IL-10 

pueden suprimir tanto la producción de citoquinas proinflamatorias como su acción, 

protegiendo consecuentemente al cerebro (Wyss-Coray, 2006). 

En los procesos inflamatorios participan además otros mediadores que desencadenan las 

diferentes reacciones suscitadas. En todos los casos se trata de pequeñas moléculas que 

actúan sobre receptores específicos de la membrana plasmática. Entre ellos podemos 

destacar Gas6 (del inglés, growth-arrest-specific gene 6) debido a su reciente implicación en 

la neuroinflamación de AD. Gas6 es un factor de crecimiento secretado dependiente de 

vitamina K que interactúa con los receptores de tirosina quinasa de la familia TAM (Bellido-

Martin and de Frutos, 2008). A través de estas interacciones, Gas6 es capaz de regular la 
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respuesta inflamatoria, proporcionar plasticidad a los tejidos durante la recuperación del 

daño, proteger a las neuronas de la apoptosis, y además tiene funciones neurotróficas.  

Gas6 juega un papel importante en AD (Yagami et al., 2002; Sainaghi et al., 2016), y su 

aumento puede ser parte de una reacción compensatoria dirigida a la regulación de la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias, favoreciendo el aclaramiento amiloide y 

promoviendo una respuesta regenerativa. 

 

 

10. El cerebro 

El cerebro es un órgano muy complejo de consistencia gelatinosa que está protegido por el 

cráneo y que procesa información sensorial a la vez que coordina y mantiene las funciones 

vitales del organismo. Hasta un billón neuronas trabajan unidas a través de impulsos 

eléctricos para coordinar las actividades físicas y los procesos mentales que distinguen al 

ser humano de otras especies (Cosgrove et al., 2007).  

Aunque el cerebro de ratón es casi diez veces más pequeño que el del humano, existen 

muchas similitudes, como la simetría bilateral y una suficiente complejidad para presentar el 

sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico. También pueden observarse 

algunas diferencias obvias, como las numerosas hendiduras de la superficie del cerebro 

humano que son el resultado del plegamiento de la corteza cerebral por mayor proliferación 

neuronal. Sin embargo, es innegable que las similitudes que se observan apoyan el hecho 

de que se recurra al ratón como modelo de estudio neurobiológico, pudiéndose extrapolar 

parcialmente los resultados obtenidos a partir de éstos. 

 

a) Hipocampo de ratón 

El hipocampo es una de las principales estructuras del cerebro, ya que desempeña un papel 

crucial en la adquisición del aprendizaje y la consolidación de la memoria (Wallenstein et al., 

1998). Forma parte del sistema límbico, un conjunto de estructuras cerebrales que gestionan 

respuestas fisiológicas primitivas. Es de color amarillento claro, debido a que está cubierto 

por una capa de sustancia blanca llamada álveo, que corresponde a los axones de las 

células piramidales.  

Anatómicamente, el hipocampo está organizado en varios subcampos; el cuerno de Amón 

(CA), el giro dentado (GD), el subiculum y la corteza entorrinal (CE) (Amaral and Witter, 

1989; O'Mara, 2005). El cuerno de Amón está dividido en tres áreas: CA1, CA2 y CA3. El 

GD contiene la fascia dentata y el hilio. Al observar una sección transversal, el hipocampo 

aparece como una estructura en forma de C que se asemeja al cuerno de un carnero. 
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Al padecer AD, el hipocampo es una de las primeras regiones del cerebro en sufrir daño 

(Hyman et al., 1984; Mu and Gage, 2011), apareciendo como primeros síntomas los 

problemas de memoria y desorientación (Apostolova et al., 2015).  

Experimentos con ratas han mostrado que las lesiones hipocampales afectan negativamente 

a la adquisición y retención del aprendizaje espacial en el laberinto acuático de Morris 

(Morris, 1984; Laursen et al., 2014). Por otra parte, se ha visto que la inyección de Aβ en el 

hipocampo puede desencadenar en un déficit en la transmisión sináptica y la plasticidad 

(Stephan et al., 2001) y producir disfunción neuronal (Koudinov and Koudinova, 2001). El 

número de sinapsis neuronales y la transmisión de señales disminuyen considerablemente 

durante el envejecimiento (Scheff and Price, 1993) y a medida que avanza la patología de 

AD (Gonatas et al., 1967).  

 
Imagen 9. Áreas hipocampales CA1, CA2, CA3, y el GD en el cerebro de ratón (Osterweil et al., 2005). 

 

El hipocampo tiene una estructura laminar de tres capas: 

 Capa oriens: Zona más superficial y está constituida por las dendritas basales de las 

neuronas piramidales y por neuronas intrínsecas en las que sus axones se arborizan 

en forma de canasto alrededor de las neuronas piramidales del segundo estrato.  

 Capa piramidal: Contiene los cuerpos celulares de las neuronas piramidales, que son 

las principales neuronas excitadoras del hipocampo. Está formado por el estrato 

radiatum, en el que se encuentran las dendritas apicales de las neuronas piramidales, 

y por el estrato piramidal, en los cuales se encuentran las neuronas piramidales y que 

se divide en los campos CA1, CA2 y CA3. 

 Capa molecular: Estrato más superficial del hipocampo que está formado por dos 

capas de fibras compuestas de dendritas de células granulares; el estrato lacunosum, 

compuesto por la parte más distal las dendritas de las neuronas piramidales y por la 

capa de las fibras tangenciales.  
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b) Conexiones hipocampales 

La información procesada mediante el circuito trisináptico (Kim et al., 2012) permite 

relacionar diferentes aferencias sensoriales gracias a que las células piramidales del 

hipocampo tienen un alto grado de interconexión, facilitando las relaciones entre las 

diferentes entradas de información (Zhang et al., 2014).  

La información fluye a lo largo del hipocampo por medio de las siguientes vías: 

 Vía perforante: Circula desde la corteza entorrinal del giro parahipocampal hasta las 

células granulares del GD (Witter et al., 2000; Lavenex et al., 2004). 

 Vía de las fibras musgosas: Va desde los axones de las células granulares del GD 

hacia las dendritas proximales de las neuronas piramidales de la región CA3, 

atravesando el hilus (Chicurel and Harris, 1992; Suzuki and Amaral, 2003). 

 Vía colateral de Schaffer: Proyecta desde las neuronas piramidales de la región CA3 

hacia las dendritas de las neuronas piramidales de la región CA1 (Laurberg and 

Sorensen, 1981; Ishizuka et al., 1990). 
 

 
Imagen 10. Esquema de los circuitos en el hipocampo. La flecha azul describe la vía perforante, la naranja la vía 

de fibras musgosas, la verde para colaterales de Schaffer y la roja para proyecciones de CA1 a la corteza 

entorrinal (Olivares et al., 2015). 

 

 

11. Sirtuinas 

Las sirtuinas, nombre que proviene de las siglas Sir2 (del inglés silent mating type 

information regulation two), fueron identificadas en primer lugar en levaduras como factores 

de silenciamiento genético (Baur and Sinclair, 2006). Dicho silenciamiento requería la 

eliminación de los grupos acetilo de ciertos residuos de lisinas en las histonas H3 y H4, lo 

que sugería que Sir2 podía funcionar como una desacetilasa de histonas y que dependía del 
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sustrato NAD+ (del inglés nicotine adenine dinucleotide) para llevar a cabo su actividad 

enzimática (Imai and Guarente, 2010). NAD+ es un cofactor importante para la cadena de 

transporte de electrones y también está implicado en muchas reacciones enzimáticas 

(Houtkooper et al., 2010). 

Actualmente las sirtuinas se definen como proteínas desacetilasas de histonas de clase III 

que catalizan la desacetilación de proteínas clave a través del consumo de NAD+ (Guarente, 

2005; Herskovits and Guarente, 2014). La desacetilación de histonas promueve una 

descompactación de las regiones de cromatina, permitiendo la accesibilidad de la actividad 

transcripcional a las regiones promotoras de los genes y por lo tanto, su expresión. Además 

del silenciamiento de genes, estas proteínas cumplen funciones como la regulación 

metabólica y son claves en los procesos de envejecimiento. Se ha observado que la 

sobreexpresión de Sir2 en C.elegans (Tissenbaum and Guarente, 2001) y en 

D.melanogaster (Rogina and Helfand, 2004) proporciona un incremento de la longevidad. 
 

 

Imagen 11. Reacción desacetilasa catalizada por sirtuina dependiente de NAD+ (Oellerich and Potente, 2012). 

 

a) Clasificación de las sirtuinas 

Las sirtuinas son proteínas bien conservadas a lo largo de la evolución y se han descrito 

homólogos en organismos que van desde las bacterias hasta los humanos (Imai et al., 

2000). En mamíferos se expresan 7 isotipos diferentes (SIRT 1-7) con diferentes 

localizaciones a nivel celular y distintas actividades enzimáticas (Tabla 1) (Lalla and 

Donmez, 2013; Kupis et al., 2016). De todas ellas, SIRT1 es el homólogo más cercano al 

gen Sir2, por lo que la mayoría de los esfuerzos encaminados a profundizar en el 

conocimiento de las funciones de las sirtuinas se han centrado en SIRT1 (Haigis and 

Sinclair, 2010). 



INTRODUCCIÓN 

23 
 

 

 

Tabla 1. Actividad enzimática, localización y efectos de las sirtuinas de mamíferos (Lalla and Donmez, 2013). 

 

 

12. Sirtuina 1 

Actualmente se están invirtiendo muchos esfuerzos en la búsqueda de una terapia eficaz 

contra AD (Parsons et al., 2013). Una vía importante puede ser la relacionada con la 

proteína SIRT1, una desacetilasa miembro de la familia de las sirtuinas (Bosch-Presegue 

and Vaquero, 2015) relacionada con la longevidad (Satoh et al., 2013) y que induce efectos 

neuroprotectores contra la patología AD a través de la regulación de la acetilación de 

proteínas clave (Donmez, 2012; Paraiso et al., 2013; Hubbard and Sinclair, 2014; Corpas et 

al., 2016; Jesko et al., 2016). 

SIRT1 es una proteína de localización nuclear (Michishita et al., 2005), sin embargo puede 

translocar al citoplasma durante la diferenciación neuronal, el crecimiento de neuritas y la 

apoptosis. Principalmente, SIRT1 cataliza la desacetilación histonas y varios factores de 

transcripción a través del consumo del sustrato NAD+ (Herskovits and Guarente, 2014). 

SIRT1 es además capaz de desacetilar un gran número de sustratos como p53, PGC-1α (del 

inglés peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) o FOXO (del 

inglés forkhead box protein O), importantes en la regulación y el control de procesos como el 

cáncer (Herranz et al., 2010), la reparación del DNA (Cohen et al., 2004), la apoptosis 

(Hasegawa and Yoshikawa, 2008), la inflamación (Yeung et al., 2004), el estrés oxidativo 

(Brunet et al., 2004) y el metabolismo (Hubbard et al., 2013). 

En cuanto AD, SIRT1 desacetila el receptor β de ácido retinoico (RARβ, del inglés retinoic 

acid receptor beta), un activador de ADAM10 que resulta en la reducción de la producción 

de Aβ a través de la activación de la vía no amiloidogénica (Lee et al., 2014; Saftig and 
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Lichtenthaler, 2015). SIRT1 también puede prevenir la formación de NFT a través de la 

desacetilación de la proteína tau, induciendo de ese modo su degradación a través del 

proteasoma (Min et al., 2010). Además, SIRT1 muestra efectos neuroprotectores mediante 

la inhibición de la disfunción mitocondrial a través de la desacetilación y activación de PGC-

1α (Rodgers et al., 2005), de manera que SIRT1 actúa a modo de sensor de la 

disponibilidad de nutrientes. SIRT1 también muestra neuroprotección mediante la 

prevención de la inflamación a través de la activación del receptor X de hígado (LXR, del 

inglés liver X receptor) o mediante la inhibición de NF-ĸβ (del inglés nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cells) (Gan and Mucke, 2008). 

SIRT1 está expresada en el cerebro adulto (Ramadori et al., 2008), con altos niveles en la 

corteza, el cerebelo, el hipotálamo y sobretodo en las neuronas del hipocampo (Sakamoto et 

al., 2004), aunque su expresión se ve disminuida en las regiones del cerebro afectadas por 

AD (Lutz et al., 2014). 

Respecto al aprendizaje, la memoria y la plasticidad sináptica, se ha demostrado que la 

ausencia de SIRT1 empeora las habilidades cognitivas asociadas a los efectos en la 

plasticidad sináptica (Michan et al., 2010). En el hipocampo de los ratones 3xTg-AD modelo 

de Alzheimer se observa una disminución de SIRT1 (Marques et al., 2012; Revilla et al., 

2014a). Por otra parte, la sobreexpresión de SIRT1 en el hipocampo de ratones p25 modelo 

de AD y tauopatías confiere neuroprotección significativa (Kim et al., 2007), y la 

sobreexpresión de SIRT1 en cultivos de neuronas de ratones Tg2576 induce una reducción 

de la secreción de Aβ (Qin et al., 2008).  

SIRT1 puede llegar a ser modulada mediante diferentes terapias, tales como el ejercicio 

físico (Cox et al., 2016) y la restricción calórica (Quintas et al., 2012) o mediante activadores 

como son el resveratrol (Porquet et al., 2014; Witte et al., 2014) y la melatonina (Tajes et al., 

2009; Mukda et al., 2016). 

 

 

13. Resveratrol 

El resveratrol (3,4’,5,-trihidroxiestilbeno) es un polifenol natural presente en numerosas 

especies vegetales que se produce como defensa a lesiones físicas, infecciones por 

patógenos, deficiencias nutricionales, fluctuaciones de temperatura, o a radiación ultravioleta 

(Fremont, 2000). Las principales fuentes de resveratrol en la dieta son el vino tinto, la uva 

roja (sobre todo la piel), la granada, la soja, las frambuesas, los arándanos, los cacahuetes y 

el cacao (Allard et al., 2009). 
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El resveratrol está formado por dos anillos aromáticos unidos por un puente metileno y 

presenta dos isómeros geométricos: el trans-, que es el biológicamente activo, y el cis-, que 

es inestable (Catalgol et al., 2012). La exposición a la luz favorece la transformación del 

isómero trans en cis, lo que conlleva una pérdida de estabilidad y de actividad biológica 

(Harikumar and Aggarwal, 2008). 

 

Imagen 12. Estructura química del resveratrol. 

 

Respecto a las propiedades físico-químicas, el resveratrol es un polvo blanco con fórmula 

molecular C14H12O3, peso molecular de 228.25 g/mol y un punto de fusión de 253-255ºC. Es 

un compuesto soluble en lípidos, etanol y DMSO, pero prácticamente insoluble en agua. Se 

caracteriza por una alta permeabilidad y baja solubilidad, lo que hace que sea bien 

absorbido en el intestino.  

En términos de toxicidad y seguridad, la información disponible es limitada. Una dosis oral 

de 300 mg/kg no tiene efectos tóxicos en ratas, sin embargo, una dosis de 1 g/kg comienza 

a tener efectos adversos como deshidratación y pérdida de peso. Una dosis de 3 g/kg 

comienza a tener una alta toxicidad, produciendo daño hepático, daño renal y anemia 

(Crowell et al., 2004). Una dosis de 18 g/kg es letal en la mayoría de los animales 

estudiados. En humanos, dosis de hasta 10 g de resveratrol son bien toleradas (Knutson 

and Leeuwenburgh, 2008). 

Al resveratrol se le atribuyen propiedades beneficiosas sobre la salud y se especula con que 

es el responsable de la paradoja francesa, que hace referencia a la baja incidencia de 

enfermedades cardiovasculares que se dan en la población francesa a pesar del consumo 

de una dieta alta en grasas saturadas que sería compensada por el consumo de vino 

(Vidavalur et al., 2006; Sun et al., 2010). Desde entonces, el resveratrol ha sido 

ampliamente estudiado y se ha demostrado que tiene propiedades antioxidantes, 

antiinflamatorias, antiproliferativas y antiangiogénicas (Baur and Sinclair, 2006). Además, se 

ha observado que el resveratrol aumenta la resistencia al estrés y que mejora diversos 

marcadores de envejecimiento, por lo que produce un incremento de la longevidad (Howitz 

et al., 2003; Viswanathan et al., 2005; Porquet et al., 2013).  
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Existe controversia acerca de si el resveratrol puede ser un activador directo de SIRT1 

(Borra et al., 2005) o si se activa indirectamente mediante otras vías (Beher et al., 2009; 

Villalba and Alcain, 2012; Bitterman and Chung, 2015). Otros estudios muestran que el 

resveratrol incrementa la actividad AMPK (del inglés adenosine monophosphate-activated 

protein kinase), lo que genera un aumento de NAD+ que resulta en un incremento de la 

actividad de SIRT1 (Park et al., 2012; Price et al., 2012). En ratones, se ha demostrado que 

el resveratrol provoca una activación de SIRT1 y de su diana PGC-1α, lo que produce 

cambios beneficiosos en la función mitocondrial (Lagouge et al., 2006; Canto and Auwerx, 

2009).  

La hipótesis del mecanismo más ampliamente aceptada es que el resveratrol imita los 

efectos antioxidantes y antienvejecimiento de la restricción calórica (Barger et al., 2008; 

Albani et al., 2009), y que son realizados mediante la regulación de SIRT1 (Chung et al., 

2011). Un hecho que refuerza esta afirmación es que otros activadores de SIRT1 como el 

SRT501 y el SRT1720 producen efectos similares a la restricción calórica y activan las 

mismas vías de señalización (Smith et al., 2009; Dai et al., 2010).  

La restricción calórica es un régimen alimentario caracterizado por una moderada reducción 

en el porcentaje calórico, pero sin llegar a la malnutrición. Tiene efectos beneficiosos sobre 

la salud de los mamíferos, aumentando la esperanza de vida y retrasando la aparición de 

enfermedades asociadas al envejecimiento como el cáncer, la diabetes y las enfermedades 

cardiovasculares (Bordone and Guarente, 2005; Colman et al., 2009).  

Las primeras evidencias científicas de que una disminución en la ingesta calórica podría 

aumentar la longevidad datan de hace 75 años, cuando se observó que al alimentar ratas 

con un 20% de celulosa en la comida (no la pueden digerir), aumentaban de forma 

significativa tanto la vida media como la vida máxima. En la actualidad, hay numerosas 

teorías que intentan explicar los efectos de la restricción calórica; la inhibición de la ruta de 

los glucocorticoides, la disminución en los depósitos de grasa, la disminución en la 

generación de ROS, una mayor supervivencia celular, una mejora en la proteostasis, la 

obtención de menores niveles de insulina y glucosa en sangre u otros cambios endocrinos 

adicionales. Al combinar resveratrol con restricción calórica no se observan efectos aditivos, 

lo que sugiere que el resveratrol es capaz de activar SIRT1, y que SIRT1 es responsable de 

mediar los efectos de la restricción calórica sobre la longevidad de los organismos. 
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14. Melatonina 

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una hormona producida principalmente en la 

glándula pineal a la que se le atribuyen diversas propiedades beneficiosas sobre la salud 

(Axelrod, 1974; Reiter, 1991), como la regulación de los ritmos circadianos, la mejora de la 

respuesta inmunitaria y la de potente antioxidante que podría tener un importante efecto 

antienvejecimiento (Tan et al., 1993; Leon et al., 2004; Anisimov et al., 2006; Zhou et al., 

2008; Reiter et al., 2016). La melatonina también activa las sirtuinas, además de poseer 

propiedades antiinflamatorias (Ramis et al., 2015). Otros órganos y tejidos como retina, 

intestinos, ovarios, testículos, linfocitos y médula ósea también producen melatonina 

(Hardeland et al., 2011; Acuna-Castroviejo et al., 2014).  
 

 

Imagen 13. Estructura química de la melatonina. 

 

La síntesis y liberación de melatonina es estimulada por la oscuridad e inhibida por la luz, de 

modo que en el ser humano, el aumento de la secreción de melatonina se produce poco 

después del comienzo de la oscuridad, alcanzando el pico máximo hacia la mitad de la 

noche (entre las 2 y las 4 horas a.m.) y descendiendo gradualmente durante la segunda 

mitad de la noche. La biosíntesis de la melatonina se inicia a partir del aminoácido esencial 

triptófano, que es convertido a 5-hidroxitriptófano mediante el enzima triptófano hidrolasa y 

posteriormente es decarboxilado a serotonina. La serotonina es catalizada por las enzimas 

N-acetiltransferasa e hidroxi-indol-O-metiltransferasa, ambas limitadas en gran parte a la 

glándula pineal. Una vez formada en la glándula pineal, la melatonina es liberada a los 

capilares y al líquido cerebroespinal para poder llegar a todos los tejidos del organismo en 

un corto período de tiempo (Cardinali and Pevet, 1998; Macchi and Bruce, 2004).  

La cantidad de melatonina que llega a los tejidos puede ser diferente. Por ejemplo, los 

niveles de melatonina liberados al líquido cerebroespinal son de 5 a 10 veces mayores que 

los de la sangre, medidos simultáneamente (Tricoire et al., 2002) y también se ha visto que 

el tejido cerebral puede tener mayores niveles de melatonina que otros tejidos corporales 

(Reiter and Tan, 2002). La melatonina plasmática tiene una vida media de unos 30 minutos, 

se metaboliza principalmente en el hígado y el 95% se elimina por la orina en forma de 6-
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sulfatoximelatonina. En plasma, el 70% de la melatonina va unida a albúmina, mientras que 

el 30% restante va libre y pasa a la saliva (Yeleswaram et al., 1997). 

La melatonina posee dos propiedades principales, su solubilidad (en agua y en lípidos) que 

le permite una fácil distribución en las células y su habilidad de atravesar la barrera 

hematoencefálica para entrar en las neuronas y en la glía, lo que permite que pueda 

interaccionar con una gran variedad de proteínas y receptores (Reiter, 1995). 

En humanos la producción y secreción rítmica de melatonina se mantiene hasta la pubertad, 

cuando disminuye de manera notable, para estabilizarse de nuevo a los 35-40 años. Hacia 

los 55-65 años la producción de melatonina decae abruptamente, por lo que la amplitud del 

pico nocturno de melatonina no se detecta correctamente y condiciona la pérdida de su 

capacidad reguladora (Reiter, 1995).  

Numerosos estudios han mostrado que la producción de melatonina disminuye durante los 

procesos de envejecimiento y apuntan a que los graves trastornos del ritmo sueño/vigilia 

que padecen los pacientes con AD son debidos a una irregularidad en la secreción de 

melatonina (Mishima et al., 1999). El envejecimiento está directamente relacionado con la 

disminución de la producción de melatonina (Touitou, 2001), por lo tanto, la disminución de 

los niveles de melatonina son un factor que puede contribuir a la disminución cognitiva 

relacionada con la edad y al aumento del riesgo de padecer AD (Nair et al., 1986). 

Es por este motivo que clínicamente la melatonina ha sido utilizada para inducir el sueño, 

considerándose bien tolerada y segura, con dosis diarias entre los 0.1 a 1000 mg (Holliman 

and Chyka, 1997). La suplementación con melatonina ha sido sugerida en los pacientes con 

AD para mejorar el ritmo circadiano, disminuyendo la conducta agitada y la confusión, y 

también para producir mejoras en la memoria (Cardinali et al., 2002). Hasta el momento no 

ha sido publicado ningún efecto secundario de importancia o que conlleve riesgo asociado a 

su administración. 

 
Imagen 14. Cambios en la amplitud del ritmo circadiano de melatonina con la edad (Nair et al., 1986). 
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15. Activación de SIRT1 como terapia anti-Alzheimer 

La modulación farmacológica de SIRT1 puede proporcionar una estrategia terapéutica 

prometedora para proteger contra el deterioro de las funciones biológicas y así reducir el 

riesgo de muchas enfermedades relacionadas con la edad. El uso tanto de melatonina como 

de resveratrol ha mostrado que ambos agentes tienen efectos neuroprotectores en diversos 

sistemas experimentales y que el mecanismo implicado incluye la activación de la proteína 

SIRT1 (Cristofol et al., 2012). 

En modelos de ratones transgénicos de AD no existen estudios previos de sobreexpresión 

de SIRT1 que analicen una posible protección contra la pérdida cognitiva. Sólo se han 

estudiado algunos aspectos de neuroprotección en el modelo de taupatía de ratón 

transgénico de p25 (Kim et al., 2007). La demostración de efectos beneficiosos sobre el 

aprendizaje y la memoria y el conocimiento de los mecanismos implicados podría ser una 

base para el desarrollo de nuevos fármacos contra AD.  

Se han publicados diversos estudios sobre los efectos neuroprotectores de resveratrol y 

melatonina en modelos de ratón transgénicos de AD (Garcia-Mesa et al., 2012; Porquet et 

al., 2014). La demostración de los efectos beneficiosos de suplementar la dieta con 

resveratrol o melatonina (Ramis et al., 2015) sugiere el interés de profundizar en los 

mecanismos implicados para el desarrollo de terapias preventivas o coadyuvantes contra 

AD. 
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El objetivo general de esta tesis es definir la vía de neuroprotección y longevidad de SIRT1 

como diana terapéutica para prevenir los procesos neurodegenerativos asociados a la edad 

y así conseguir un envejecimiento saludable. Los estudios se han centrado en AD como 

principal causa de demencia a la edad avanzada. 

 

 

 

La tesis se estructura en cuatro estudios que corresponden a los objetivos específicos 

siguientes: 

 

1) Demostrar que la sobreexpresión de SIRT1 mediante la inyección de un vector lentiviral 

en el hipocampo de ratones 3xTg-AD protege de la pérdida cognitiva y la patología AD 

en este modelo animal de AD. 

 

2) Investigar los mecanismos implicados en la neuroprotección inducida por SIRT1 

mediante el análisis de cultivos neuronales de ratones 3xTg-AD transducidos con lenti-

SIRT1. 

 
3) Evaluar la acción neuroprotectora del tratamiento con resveratrol en ratones 3xTg-AD y 

demostrar que este tratamiento farmacológico intensifica la actividad de SIRT1. 

 
4) Evaluar la acción neuroprotectora del tratamiento con melatonina en ratones 3xTg-AD y 

demostrar que este tratamiento farmacológico intensifica la actividad de SIRT1. 
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1. Ratones modelo de Alzheimer 3xTg-AD  

Los ratones 3xTg-AD expresan transgenes con mutaciones de AD familiar de la APP 

(APPSwe) y la presenilina 1 (PS1M146V), y una mutación del gen tau (tauP301L) (Oddo et 

al., 2003). Este modelo imita muchas de las características críticas de AD, incluyendo las 

patologías Aβ y tau, el deterioro del aprendizaje y la memoria, alteraciones del 

comportamiento asociadas a demencia (BPSD, del inglés behavioural and psychological 

symptoms of dementia) y estrés oxidativo (Garcia-Mesa et al., 2011; Garcia-Mesa et al., 

2015). Los ratones de la cepa control NoTg-AD tienen el mismo fondo genético híbrido (129 

× C57BL/6) que los 3xTg-AD. 

Los ratones 3xTg-AD reproducen el curso temporal y las áreas afectadas por patología 

amiloide y tau (Mastrangelo and Bowers, 2008) de la neuropatología AD. A los 2-3 meses de 

edad se inicia la alteración de la homeostasis neuronal. A los 3-4 meses se aprecia la 

inmunoreactividad frente a los depósitos de Aβ intracelulares en las áreas vulnerables 

cerebrales de hipocampo, amígdala, córtex entorrinal y córtex primario motor. A los 6 meses 

se aprecia un aumento intracelular de la proteína p-tau en amígdala e hipocampo. A los 9-12 

meses, edad en la que la patología Aβ está bien instaurada, se observa p-tau en todas las 

zonas vulnerables. Finalmente a los 18 meses se observan depósitos extracelulares de Aβ y 

los NFT.  

Para los diversos estudios realizados se utilizaron ratones macho 3xTg-AD y NoTg-AD 

criados en el estabulario de la Universidad de Barcelona (UB). La primeras parejas de 

reproductores procedían de la colonia de 3xTg-AD establecida en la Universidad Autónoma 

de Barcelona (Gimenez-Llort et al., 2007). Ambas cepas se crían en homocigosis. Los 

genotipos fueron confirmados mediante el análisis de PCR del DNA obtenido de biopsias de 

la cola. Para el estudio con vectores lentivirales, los animales se alojaron individualmente en 

jaulas con filtros, cumpliendo con los requisitos de seguridad de nivel 2. Para el resto de 

experimentos, los animales se alojaron en grupos de 2-4 ratones en jaulas Makrolon de 

dimensiones adecuadas y bajo condiciones estándar de laboratorio, comida y agua ad 

libitum, 22 ± 2 °C, y 12h:12h ciclo luz-oscuridad. 

El comité de ética animal aprobó el manejo y los procedimientos de experimentación animal 

de acuerdo con la legislación española y la Directiva de la Unión Europea 2010/63/UE para 

experimentación animal (Ref: DAAM 5159, 5981 y 6523, CEEA, UB). 
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2. Vectores lentivirales 

Se han construido vectores lentivirales recombinantes que codifican la proteína SIRT1 de 

ratón para la transducción de neuronas. Como control se han utilizado los vectores que 

codifican la proteína GFP (del inglés green fluorescent protein).  

Para la inyección in vivo en el hipocampo, la combinación del pseudototipo VSV-G (del 

inglés vesicular stomatitis virus G glycoprotein) con el promotor PGK humano (del inglés 

phosphoglycerate kinase 1 promoter) permitió la especificidad neuronal y la expresión 

eficiente del transgen. Los vectores utilizados para la transducción neuronal in vitro fueron 

pseudotipados con VSV-G, y su expresión génica estaba bajo control del CMV humano (del 

inglés cytomegalovirus immediate early promoter). La titulación viral se obtuvo mediante 

ELISA de la proteína de la cápside p24 (HIV-1 p24 Antigen ELISA, Zeptometrix) y también 

empleando PCR cuantitativa (Kutner et al., 2009). Los detalles de la obtención y el manejo 

de los lentivirus se describió previamente (Pertusa et al., 2008). 

 

 

3. Inyección esterotáxica en hipocampo y transducción génica 

Los ratones se anestesiaron intraperitonealmente (i.p) con 10 mg/kg de xilacina (Rompun 

2%, Bayer) y 80 mg/kg de ketamina (Ketolar 50 mg/mL, Pfizer), y se colocaron en un 

aparato estereotáxico.  

Se realizaron infusiones bilaterales de los vectores lentivirales en el área CA1 del 

hipocampo, una región del cerebro implicada críticamente en los procesos cognitivos. Las 

inyecciones estereotáxicas se realizaron a una velocidad de infusión de 0.5 μL/min en las 

siguientes coordenadas relativas a Bregma: −2.0 mm anteroposterior, ±1.2 mm mediolateral 

y −1.5 mm dorsoventral. Las coordenadas se seleccionaron en estudios preliminares con 

inyección de colorante Fast Green. A cada lado se suministró 1 μL de la solución de vector 

génico mediante una cánula de acero inoxidable de calibre 25 (Small Parts, Inc.) conectada 

a una jeringa Hamilton a través de un tubo de teflón. La jeringa se unió a una bomba de 

micro-infusión (Bioanalytical Systems, Inc.), y la cánula se dejó en posición durante 10 

minutos después de la infusión para evitar que la solución retrocediera. Los animales fueron 

transducidos con solución vectorial SIRT1 que contenía 3.2 × 108 genomas/μL. Los animales 

control recibieron la solución vectorial GFP que contenía 6.6 × 108 genomas/μL. 

La incisión se suturó y se permitió a los ratones recuperarse de la anestesia sobre una 

almohadilla térmica y volvieron a ser colocados en sus jaulas. Se controló la expresión 

génica mediante qPCR y la transducción neuronal específica se monitorizó por 

inmunohistoquímica, como se describe más adelante.  
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4. Sobreexpresión de SIRT1 

A los 4 meses de edad, los ratones 3xTg-AD y NoTg-AD fueron sometidos al procedimiento 

quirúrgico para el tratamiento de SIRT1 mediante la sobreexpresión génica o el tratamiento 

control mediante la expresión de GFP en hipocampo.  

Los grupos experimentales fueron los siguientes: NoTg-GFP (n = 8), NoTg-SIRT1 (n = 9), 

3xTg-GFP (n = 9) y 3xTg-SIRT1 (n = 10).  

Los animales fueron sometidos a pruebas de comportamiento tras 6 meses de tratamiento, 

cuando los ratones tenían 10 meses de edad. En este período de 4 a 10 meses de edad se 

cubre el periodo de aparición de la patología AD desde la fase temprana a avanzada en 

estos ratones. 

 

 

5. Administración de resveratrol 

El resveratrol (trans-resveratrol, Mega Resveratrol, Candlewood Stars) se administró en la 

comida de los animales a la concentración de 1 g/kg de dieta. La dieta suplementada con 

resveratrol fue preparada comercialmente con la dieta estándar que recibían todos los 

animales del estudio (2018 Teklad Global 18 % Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan). 

El consumo habitual de estos ratones es de 3 g/día, de modo que recibieron un total de 3 

mg de resveratrol al día, equivalente a la dosis de resveratrol de 100 mg/kg de peso 

corporal. La dieta utilizada como control era la dieta estándar.  

Los grupos experimentales fueron los siguientes: NoTg-ct (n = 14), NoTg-RV (n = 12), 3xTg-

ct (n = 10) y 3xTg-RV (n = 10).  

El tratamiento de resveratrol tenía una duración de 10 meses. Se inició la administración de 

resveratrol a los 2 meses de edad y finalizó a los 12 meses de edad. Posteriormente, los 

animales fueron sometidos a pruebas de comportamiento. En este período de 2 a 12 meses 

de edad se cubre un amplio periodo de progresión de la patología AD desde la fase pre-

sintomática a la fase de patología avanzada. 

 

 

6. Administración de melatonina 

La melatonina (Sigma M-5250) se administró a los ratones en la bebida a una dosis de 10 

mg/kg/día. Para disolver la melatonina en el agua se utiliza etanol, por lo que el tratamiento 

control contiene un 0’065% de etanol. Se ha realizado un seguimiento y control del consumo 

dos veces por semana, realizado el cambio de las botellas y adaptando las cantidades de 

melatonina preparadas, para conseguir la dosis óptima de 10 mg/kg/día.  
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Los grupos experimentales fueron los siguientes: NoTg-ct (n = 16), NoTg-MEL (n = 12), 

3xTg-ct (n = 13) y 3xTg-MEL (n = 11).  

El tratamiento de melatonina tenía una duración de 6 meses. Se inició la administración de 

melatonina a los 6 meses de edad y finalizó cuando los ratones tenían 12 meses de edad. 

Posteriormente, los animales fueron sometidos a pruebas de comportamiento. El tratamiento 

se inició en una fase de patología moderada, siguiendo el mismo diseño de un estudio 

previo realizado en nuestro laboratorio (Garcia-Mesa et al., 2012). 

 

 

7. Pruebas de comportamiento 

Los ensayos de comportamiento se realizaron en la Unitat d'Experimentació Animal de la 

Facultad de Psicología de la Universidad de Barcelona (campus Mundet, UB).  

 

 Prueba de las esquinas: 

Se utilizó para evaluar neofobia a una nueva jaula durante 30 segundos. En esta prueba el 

ratón se colocó en el centro de una jaula nueva (Makrolon, 35 × 35 × 25) con serrín limpio y 

se midieron las veces que visitó las esquinas, la latencia de la primera incorporación vertical 

y el número de incorporaciones. 

 

 Campo abierto: 

Ensayo que evaluó la emotividad y la actividad locomotora vertical y horizontal durante 5 

minutos. Cada animal se colocó en el punto central de una superficie blanca de madera (55 

× 55 × 20 cm), dividida en cuadrantes de 10 × 10 cm. Se midieron las latencias de 

movimiento, de deambulación, de incorporación, de llegada a la periferia y del proceso de 

higiene del animal. También se midieron la deambulación total, la cantidad de 

incorporaciones, el tiempo y número de higienes y la emotividad, basada en las 

defecaciones y la orina. 

 

 Ensayo Sensorial:  

Se coge al ratón por la cola, de tal manera que sus patas traseras no toquen con la mano 

del investigador. Se levanta el ratón a una altura aproximada de 30 cm y se baja sobre una 

plataforma de color negro. El ensayo se realizó 3 veces y se miró que el animal estirara sus 

patas traseras y sus patas delanteras al acercarse a la plataforma, de manera que no se 

golpeara con la nariz en la plataforma. 
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 Coordinación motora y equilibrio: 

Consistió en colocar el animal 2 veces consecutivas, durante 20 segundos cada una, en el 

centro de una varilla de madera de 1 cm2 y de un metro de longitud. Seguidamente y con el 

objetivo de incrementar la dificultad se realizó el mismo tipo de ensayo con una varilla de 

metal de 1 cm de diámetro. En ambos ensayos se tuvieron en cuenta la distancia y el tiempo 

de permanencia sobre la varilla.  

Finalmente se realizó una tercera prueba donde el ratón se colocó en el centro de una 

cuerda de metal de 3 mm de diámetro. Este ensayo se realizó 2 veces seguidas con un 

tiempo máximo de 5 segundos cada vez, y una tercera con un tiempo máximo de 60 

segundos. En este último ensayo además de medir la distancia caminada y el tiempo de 

permanencia en la cuerda, también se tuvieron en cuenta los recursos empleados en el 

ejercicio (patas delanteras o traseras y la cola). Todos los aparatos fueron suspendidos a 

una altura de 50 cm sobre una mesa completamente acolchada. 

 

 Caja oscura/iluminada: 

Modelo para medir la ansiedad, que está basado en la aversión innata de los roedores a las 

áreas intensamente iluminadas, así como en el comportamiento exploratorio espontáneo en 

respuesta a factores estresantes de grado leve. En este ensayo el ratón puede explorar dos 

compartimentos interconectados por una apertura de 7 × 7 cm que presentan diferentes 

características de tamaño (2/1) y de color, uno negro (27 × 18 × 27 cm) y otro blanco (27 × 

27 × 27 cm) iluminado con una bombilla de luz blanca de 20 W (Panlab, S.L).  

Los animales se colocaron en el área de penumbra y fueron grabados durante 5 minutos. Se 

midió la latencia de entrada a la zona iluminada, así como el número de entradas y el tiempo 

de permanencia en esta zona. Además se contaron la cantidad de defecaciones y orina en 

cada zona. 

 

 Tabla de los cuatro agujeros: 

Este ensayo se utilizó para estudiar el comportamiento exploratorio de los animales frente a 

un ambiente novedoso en un tiempo total de 5 minutos. El aparato consiste en una caja de 

madera, blanca (32 × 32 × 32 cm), cuya base tiene 4 agujeros equidistantes de 3 cm de 

diámetro. El ratón se colocó en el centro de la superficie y se midió la latencia de 

movimiento y de exploración del primero y de los cuatro agujeros. 

Se consideró una exploración cada ocasión que el ratón introdujo la cabeza en un agujero, 

pasando de la zona de los ojos. Se tuvo en cuenta además, por cada minuto, el número de 
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veces que el animal exploró y el tiempo que demoró en la exploración. Las defecaciones y la 

orina también fueron registradas. 

 

 Reconocimiento de objetos: 

La prueba de reconocimiento de objetos (NOR, del inglés novel object recognition) se 

empleó para evaluar la memoria de reconocimiento, basada en la tendencia espontánea de 

los roedores a dedicar más tiempo a explorar un objeto novedoso que uno familiar. Los 

animales se colocaron en medio de un laberinto negro con dos brazos angulados a 90º, 

cada uno de 25 × 5 cm. Las paredes de 15 cm de altura se pueden levantar para facilitar su 

limpieza. Los objetos a discriminar son de madera (A, B y C hacen 6.2 cm, 4.75 cm y 5 cm 

de altura, respectivamente, y de color distintivo).  

Después de dos días previos de habituación, los animales fueron sometidos a un ensayo de 

adquisición de 10 minutos en presencia de dos objetos nuevos idénticos (A + A') situados al 

final de cada brazo. A las 2 horas se realizó un ensayo de retención de 10 min, 

reemplazando el objeto A por el objeto B. Otro ensayo de retención de 10 minutos se realizó 

24 horas después, reemplazando el objeto A por el objeto C.  

La exploración de objetos se definió como la orientación de la nariz al objeto a una distancia 

menor de 2 cm. Los tiempos de exploración se registraron y se utilizaron para calcular un 

índice de discriminación [nuevo (t) − familiar (t)] / [tiempo total (t) en nuevo + familiar]. 

 

 Laberinto acuático de Morris: 

La prueba del laberinto acuático de Morris (MWM, del inglés Morris water maze) se empleó 

para evaluar el aprendizaje espacial y la memoria. Consiste en un día de aprendizaje, seis 

días de adquisición de la memoria mediante referencias espaciales y un último día de 

recuperación de la memoria a través de la eliminación de la plataforma.  

Los ratones fueron entrenados para localizar una plataforma oculta (10 cm de diámetro, 

ubicada a 20 cm de la pared y 0.5 cm debajo de la superficie del agua) en un tanque circular 

(100 cm de diámetro, 40 cm de altura, 25ºC de agua opaca, rodeado de cortinas negras) 

basándose en puntos de referencia distintivos como señales visuales. En cada uno de los 

cuatro puntos cardinales de la piscina se colocó un objeto diferente, los que el ratón debió 

utilizar para recordar la posición de la plataforma en el agua. Cada día se tuvo en cuenta 

que el animal no comenzara con la plataforma en el mismo sitio donde había terminado el 

día anterior para no influir positivamente en el resultado del ensayo. Se realizaron cuatro 

sesiones de prueba de 60 segundos por día.  
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Al séptimo día, después de un ensayo de aprendizaje, se retiró la plataforma y los ratones 

realizaron un ensayo de 60 segundos para probar la retención del aprendizaje. Se utilizó un 

sistema de seguimiento computarizado (SMART, Panlab S.A) para medir las distancias y los 

cuadrantes cubiertos. 

 

 

8. Muestras cerebrales 

Después de completar las pruebas conductuales y cognitivas, se procesaron 3 animales por 

grupo para el análisis histológico cerebral. Los animales restantes fueron decapitados y el 

hipocampo fue disecado y almacenado a −80ºC para un análisis posterior.  

Para la histología del cerebro, los ratones fueron anestesiados como se describió 

anteriormente para la inyección de vectores. Los animales se perfundieron a través de un 

catéter ventricular con tampón fosfato 100 mM, pH 7.4 y que contenía 0.1 mg/mL de 

heparina (Mayne Pharma), seguido de paraformaldehído al 4% en tampón fosfato. Se 

retiraron los cerebros, y se fijaron durante toda la noche en solución fría de 

paraformaldehído y después se aclararon con tampón fosfato frío. Los cerebros fueron 

crioconservados en soluciones sucesivas de 20% y 30% de sacarosa y posteriormente 

fueron congelados en hielo seco. 

 

 

9. Inmunofluorescencia de muestras cerebrales 

Los cerebros de ratón fijados se procesaron para inmunofluorescencia mediante 

procedimientos estándar (Pertusa et al., 2008).  

Los cortes coronales de 30 μm se tiñeron con los siguientes anticuerpos primarios: SIRT1, 

proteína fibrilar ácida de la glía (GFAP, del inglés glial fibrillary acidic protein), proteína 

nuclear específica neuronal (NeuN, del inglés neuronal specific nuclear protein), clon 4G8 de 

Aβ y clon AT8 de p-tau. Los anticuerpos primarios y la dilución se enumeran en la Tabla 2. 

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron los conjugados específicos de especie Alexa 

Fluor 488 y 546 (1:1000) (Life Technologies). Los núcleos de las células se contrastaron con 

TO-PRO-3 (1:1000) (Molecular Probes). Las imágenes se obtuvieron en un microscopio 

confocal Leica TCS SP2. 
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Anticuerpo Uso (dilución) Casa comercial Nº catálogo  
    

Aβ, clone 4G8 IF (1:50 − 1:100) Covance  SIG-39220 

Aβ, clone 6e10 WB (1:1000) BioLegend 803001 

sAPPα WB (1:500) BioLegend 813501 

sAPPβ WB (1:1000) BioLegend 813401 

Actin (20-33) WB (1:10 000) Sigma A5060 

ADAM10 WB (1:1000) Abcam  ab1997 

AMPK WB (1:1000) Cell Signaling 2532S 

p-AMPK (Thr172) WB (1:1000) Cell Signaling 2535S 

APP-CTF, clone C1/6.1 WB (1:1000), IF (1:500) Covance SIG-39152 

BACE1 WB (1:1000) Abcam ab2077 

BDNF (N-20) WB (1:500) Santa Cruz Biotechnology sc-546 

CREB WB (1:1000) Cell Signaling 9197S 

p-CREB (Ser133) WB (1:1000) Cell Signaling 9196S 

GDNF (D-20) WB (1:1000) Santa Cruz Biotechnology sc-328 

GFAP, clone GA5 IF (1:100) Sigma G3893 

Hsp70 (W27) WB (1:2000) Calbiochem HSP01 

IDE WB (1:1000) Calbiochem PC730 

MAP2, clone AP-20 WB (1:500), IF (1:100) Sigma M1406 

Neprilisina/CD10 WB (1:1000) R&D system AF1126 

NeuN IF (1:100) Millipore MAB377 

ac-p53, acetyl K382 WB (1:1000) Abcam  ab37318 

PGC-1α WB (1:500) Santa Cruz Biotechnology sc-13067 

Proteasome 20S core WB (1:1000) Enzo Life Sciences  BML-PW8155 

PSD95 WB (1:500), IF (1:100) Millipore MAB1598 

SIRT1 WB (1:2500), IF (1:100) Cell Signaling 2028s 

ac-tau, acetyl K280 WB (1:500) AnaSpec 56077 

p-tau, clone AT8  WB (1:1000), IF (1:50) Thermo Scientific MN1020 

Tau, clone HT7 IF (1:50) Thermo Scientific MN1000 

β-tubulin WB (1:10000) Sigma T4026 

Ubiquitin WB (1:2000) Abcam ab137031 

Tabla 2. Lista de anticuerpos primarios utilizados en inmunofluorescencia (IF) y Western blot (WB). 
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10. PCR cuantitativa en tiempo real 

La extracción del ARN total del hipocampo de ratón se realizó mediante el mirVana™ RNA 

Isolation Kit (Applied Biosystems). El rendimiento, la pureza y la calidad del ARN se 

determinaron usando un NanoDrop™ ND1000. Se seleccionó el ARN con una relación 

260/280 >1.9. Se realizó la síntesis del cDNA utilizando el High-Capacity cDNA Archive kit 

(Applied Biosystems). La expresión génica se midió en el sistema de qPCR ABI Prism 

7900HT usando sondas TaqMan FAM específicas (Applied Biosystems). En el hipocampo 

de ratón se analizó la expresión génica de ADAM10, el factor neurotrófico derivado del 

cerebro (BDNF, del inglés brain-derived neurotrophic factor), el factor neurotrófico derivado 

de la glía (GDNF, del inglés glial cell line-derived neurotrophic factor), IL1β, IL6, IL10, SIRT1, 

TNF-α, el receptor de tropomiosina quinasa B (TrkB, del inglés tropomyosin receptor kinase 

B) y el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A, del inglés vascular endothelial 

growth factor A). Los datos se normalizaron a la expresión del gen TBP (del inglés TATA-

binding protein). En la Tabla 3 se presenta el listado de las sondas utilizadas. 

 

Gene symbol Assay ID NCBI RefSeq 

ADAM10 Mm00545742_m1 NM_007399.3 

BDNF Mm01334042_m1 NM_001048142.1 

GDNF Mm00599849_m1 NM_010275.3 

IL1β Mm00434228_m1 NM_008361.3 

IL6 Mm00446191_m1 NM_031168.1 

SIRT1 Mm00490758_m1 NM_001159589.1 

TBP Mm00446971_m1 NM_013684.3 

TNF-α Mm00443258_m1 NM_013693.2 

TRKB Mm00435422_m1 NM_001025074.2 

VEGFA Mm01281449_m1 NM_001025250.3 

Tabla 3. Lista de las sondas marcadas con TaqMan utilizadas para el análisis de qPCR. 

 

 

11. Validación del modelo in vitro de 3xTg-AD 

Hay controversia acerca de la utilidad de los cultivos neuronales de ratones transgénicos de 

AD para reproducir la patología AD. En los ratones 3xTg-AD, los transgenes humanos se 

expresan bajo el control transcripcional del casete de expresión Thy1.2 (Oddo et al., 2003). 

La expresión y la actividad de Thy1.2 es muy baja hasta los días postnatales 6-12 (Caroni, 

1997). En este sentido, el tejido cerebral de embriones 3xTg-AD de 16 días (E16) ha 
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mostrado un aumento de tres veces de la expresión de APP y tau (Smith et al., 2005) en 

comparación con una expresión de seis veces en ratones adultos (Oddo et al., 2003). Sin 

embargo, se ha demostrado que los cultivos de neuronas corticales y del hipocampo de 

embriones 3xTg-AD son útiles para estudiar una serie de alteraciones relacionadas con la 

AD, tales como señalización del calcio (Smith et al., 2005), excitabilidad neuronal (Frazzini et 

al., 2016), función mitocondrial (Yao et al., 2009) y homeostasis de iones de zinc (Sensi et 

al., 2008). Además, Vale et al. (Vale et al., 2010) informaron de las condiciones de cultivo 

específicas que condujeron a una acumulación de Aβ y p-tau en cultivos de neuronas 

corticales de embriones 3xTg-AD a los 8 días in vitro (DIV). Estos autores propusieron que 

los cultivos primarios de neuronas 3xTg-AD constituyen un modelo in vitro que imita la 

patología de tipo AD y que puede ser útil para estudios de neuroprotección (Alonso et al., 

2011b, a; Alonso et al., 2013).  

En el presente estudio se utilizó el protocolo de cultivo celular de los autores mencionados y 

se confirmó la acumulación de Aβ y p-tau, y de signos de neurodegeneración a los 11 DIV. 

 

 

12. Cultivo de neuronas y transducción génica 

Los cultivos primarios de neuronas corticales se realizaron a partir de ratones E16-17 NoTg 

y 3xTg-AD. Los hemisferios cerebrales, incluyendo las cortezas y los hipocampos, se 

diseccionaron en tampón de Krebs, se cortaron en pequeños dados, se tripsinizaron y se 

trituraron mecánicamente en una única suspensión de células. La suspensión celular se 

centrifugó y se resuspendió en medio DMEM (del inglés  Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium) (Biochrom AG) suplementado con 26.2 mM NaHCO3, 0.2 mM glutamina, 100 mU/L 

insulina B, 7 µM ácido p-aminobenzoico, 25 mM KCl y 10% de suero fetal bovino (Gibco-

BRL, Invitrogen). Las placas se recubrieron con 25 mg/L de poli-D-lisina. 

Las células se sembraron para el análisis de inmunocitoquímica a una densidad de 3 × 105 

células/cm2 en placas de 24 pocillos sobre cubreobjetos de vidrio. Para análisis por Western 

blot se usó una densidad de 4 × 105 células/cm2 en placas de 12 pocillos. Los cultivos se 

mantuvieron a 37°C en una incubadora humidificada con CO2 al 5%. Dos días después, se 

añadieron 2 μM de citosina arabinosida al medio de cultivo para prevenir la proliferación de 

células no neuronales. A los 4 DIV, se añadió directamente al medio de cultivo una solución 

vectorial que contenía 1.3 × 107 genomas/μL de SIRT1 o 2.5 × 109 genomas/μL de GFP. Los 

cultivos de neuronas se analizaron a los 11 DIV, cuando se manifestó la acumulación de Aβ 

y p-tau. La transducción neuronal se monitorizó mediante inmunohistoquímica y Western 

blot, como se describe a continuación. 
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13. Inmunocitoquímica de cultivos neuronales 

Los cultivos de neuronas cultivados en cubreobjetos se fijaron con paraformaldehído al 4% 

después de 11 DIV. Las células se procesaron por inmunofluorescencia con los siguientes 

anticuerpos primarios: clon 4G8 de Aβ, fragmento carboxi-terminal de APP (APP-CTF), 

proteína asociada a microtúbulo 2 (MAP2, del inglés microtubule-associated protein 2), 

NeuN, proteína de densidad postsináptica 95 (PSD95, del inglés postsynaptic density protein 

95), SIRT1, clon AT8 de p-tau, y clon HT7 de tau total. Los anticuerpos secundarios 

utilizados fueron los conjugados Alexa Fluor 488 y 546 (1:1000). Los detalles de los 

anticuerpos primarios utilizados se presentan en la Tabla 2. La inmunocitoquímica se realizó 

por procedimientos estándar (Garcia-Mesa et al., 2015). 

 

 

14. Inmunodetección de proteínas por Western blot 

Los extractos tisulares y celulares se obtuvieron mediante el siguiente procedimiento. Los 

hipocampos y las neuronas maduras cultivadas se homogeneizaron en tampón RIPA frio y 

suplementado con inhibidores de proteasa y fosfatasa. Para los hipocampos se analizaron 

30 μg de proteína, y para los cultivos de neuronas se analizaron 20 μg de proteína. La 

electroforesis y la inmunodetección se realizó por procedimientos estándar (Revilla et al., 

2014a). Se emplearon los siguientes anticuerpos primarios: clon 6e10 de Aβ, ADAM10, 

AMPK, p-AMPK, APP-CTF, sAPPα, sAPPβ, BACE1, BDNF, CREB, p-CREB, GDNF, Hsp70, 

IDE, MAP2, Neprilisina, p53 acetilado (ac-p53), PGC-1α, subunidades nucleares del 

proteasoma 20S, PSD95, SIRT1, tau clon HT7, tau acetilada (ac-tau), p-tau clon AT8, y 

ubiquitina. Como control de carga se usó el anticuerpo anti-actina. Los detalles de los 

anticuerpos primarios se presentan en la Tabla 2. Los anticuerpos secundarios fueron 

peroxidasa conjugados (1:2000) (GE Healthcare). Las bandas inmunorreactivas se 

detectaron mediante quimioluminiscencia y se digitalizaron. Los niveles de proteína se 

expresaron en relación con la cantidad en el grupo NoTg sin tratamiento. 

 

 

15. Análisis estadístico 

Los resultados se expresan como media ± SEM. Los datos se analizaron con 

procedimientos de ANOVA. Two-way ANOVA fue seguida por la prueba post hoc de 

Bonferroni para la comparación de los grupos que presentaban interacción entre variables. 

One-way ANOVA fue seguida por la prueba post hoc de Bonferroni para la comparación 

entre grupos. Los análisis estadísticos se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics v22. 
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ESTUDIO 1:  

PROTECCIÓN DE LA PÉRDIDA COGNITIVA POR SOBREEXPRESIÓN DE SIRT1 

EN EL HIPOCAMPO  

 

 

 Expresión de SIRT1 y GFP en la zona CA1 del hipocampo 

Mediante técnicas estereotáxicas se realizó la infusión intracraneal de vectores lentivirales 

(lenti-SIRT1 o vector control lenti-GFP) en la zona CA1 del hipocampo de ratones 3xTg-AD y 

NoTg de 4 meses de edad. El lentivirus se dejó actuar durante 6 meses.  

Las neuronas transducidas con lenti-SIRT1 mostraron inmunotinción intensa en 

comparación con los niveles de SIRT1 endógenos (Fig. 1a). La inyección de los vectores 

lentivirales en zona CA1 produjo una expresión selectiva de SIRT1 en el núcleo de las 

neuronas piramidales (Fig. 1b), mientras que GFP se expresó en todo el cuerpo neuronal 

(Fig. 1c). La naturaleza neuronal de las células transducidas fue confirmada mediante la 

tinción con el marcador neuronal NeuN (Fig. 1c) y el de astrocitos (Fig. 1b). 

El análisis del hipocampo mediante la cuantificación del ARNm reveló un aumento de la 

expresión del gen SIRT1 en el grupo 3xTg-SIRT1 (Fig. 1d) [F(2,14) = 28.62, p < 0.0001]. 
 

 

Fig. 1 Expresión de SIRT1 y GFP en el hipocampo. (a-c) Imágenes del hipocampo de ratones NoTg transducidos 

con vectores lentivirales. (a) Expresión de SIRT1 endógena (flecha) y transgen (cabeza de flecha) en el 

hipocampo. (b) Expresión de SIRT1 en el núcleo de las neuronas piramidales. (c) Expresión de GFP en todo el 

cuerpo neuronal. GFAP y NeuN se muestran en fluorescencia roja, mientras que GFP y SIRT1 se muestran en 

verde. (d) Expresión génica de SIRT1 en el hipocampo. Escala: a = 200 μm; b, c = 50 μm. Estadística: One-way 

ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con el grupo indicado. 
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 La sobreexpresión de SIRT1 induce protección contra las alteraciones de 

comportamiento asociadas a demencia 

La sobreexpresión de SIRT1 indujo protección contra las BPSD en ratones 3xTg-SIRT1 de 

10 meses de edad (Fig. 2a-d), e incluso se observó una mejora de comportamiento en 

ratones NoTg-SIRT1. 

En el test de las esquinas, los ratones 3xTg-GFP presentaron una mayor latencia de 

incorporación vertical o rearing (Fig. 2a) [F(1,23) = 11.53, p = 0.0025; tratamiento, F(1,23) = 

15.42, p = 0.0007; e interacción tratamiento × genotipo, F(1,23) = 9.935, p = 0.0045] y un 

menor número de rearings (Fig. 2b) [interacción tratamiento × genotipo, F(1,24) = 4.425, p = 

0.0461] en comparación con los ratones NoTg-GFP. Lenti-SIRT1 recuperó las respuestas de 

neofobia en los ratones 3xTg-SIRT1 a niveles de NoTg. 

En el ensayo de campo abierto, los ratones 3xTg-GFP presentaron una mayor latencia de 

movimiento (Fig. 2c) en comparación con los ratones NoTg-GFP [interacción tratamiento × 

genotipo, F(1,28) = 4.201, p = 0.0499]. Lenti-SIRT1 redujo la latencia de movimiento (tiempo 

de freezing) en los ratones 3xTg-SIRT1 a niveles de NoTg, y también incrementó la 

distancia total recorrida (Fig. 2d) en ambas cepas [tratamiento, F(1,22) = 5.221, p = 0.0323]. 

 

 

 La sobreexpresión de SIRT1 protege contra la pérdida cognitiva en 

ratones 3xTg-AD e induce mejora cognitiva en ratones NoTg 

La sobreexpresión de SIRT1 conservó la cognición en ratones 3xTg-SIRT1 de 10 meses de 

edad y también indujo una mejora cognitiva en ratones NoTg-SIRT1, involucrada en las 

capacidades de aprendizaje y memoria (Fig. 2e-i). 

En el test de NOR, los ratones 3xTg-GFP mostraron un déficit de memoria de 

reconocimiento, mientras que los ratones NoTg-SIRT y 3xTg-SIRT1 aumentaron su 

capacidad de recordar objetos familiares a las 2 horas (Fig. 2f) [tratamiento, F(1,21) = 6.072, 

p = 0.0224] y a las 24 horas [tratamiento, F(1,21) = 6.542, p = 0.0183; y genotipo F(1,21) = 

8.574, p = 0.0080] (Fig. 2g). 

En el ensayo de MWM los ratones NoTg-GFP, NoTg-SIRT1 y 3xTg-SIRT1 redujeron el 

recorrido para localizar la plataforma a lo largo de los días, de modo que las distancias 

recorridas por los ratones fueron disminuyendo [F(5,24) = 2.933, p = 0.0332; F(5,30) = 

3.099, p = 0.0226, y F(5,36) = 6.909, p = 0.0001 respectivamente], mientras que los ratones 

3xTg-GFP no aprendieron durante los días de la adquisición de la memoria [F(5,42) = 2.259, 

p = 0.0660] (Fig. 2h). Al retirar la plataforma (Fig. 2i), los ratones NoTg y 3xTg-SIRT1 

recordaron el cuadrante de la plataforma, ya que cubrieron una distancia en el cuadrante de 
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la plataforma significativamente mayor que la distancia esperada al azar [one-sample t-test 

column statistics, p < 0.05], mientras que los ratones 3xTg-GFP nadaron al azar sin recordar 

la posición anterior de la plataforma de escape. Se observó un efecto general de la 

sobreexpresión de SIRT1, sugiriendo una mejora de la memoria para ambas cepas de ratón 

[genotipo, F(1,22) = 6.023, p = 0.0225, y tratamiento, F(1,22) = 8.861, p = 0.0070].  
 

 

Fig. 2 La sobreexpresión de SIRT1 induce neuroprotección y mejora cognitiva. Latencia de actividad vertical (a) y 

número de rearings (b) en el test de las esquinas. Latencia de movimiento (c) y distancia total recorrida (d) en el 

campo abierto. Test de NOR a tiempo 0h (e), 2h (f) y 24h (g). Test de MWM con las distancias recorridas hasta 

alcanzar la plataforma (h) y la distancia recorrida en el cuadrante de la plataforma (i). Estadística: a-c Two-way 

ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 y ***p < 0.001 comparado con ratones NoTg; #p < 0.05 y ###p < 0.001 comparado 

con tratamiento GFP; d-g, i Two-way ANOVA, efecto de genotipo &p < 0.05 y &&p < 0.01; y efecto de tratamiento 

$p < 0.05 y $$p < 0.01; h One-way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 y ***p < 0.001 P1 comparado con P6. 
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 La sobreexpresión de SIRT1 induce neuroprotección contra Aβ y p-tau en 

ratones 3xTg-AD 

El análisis del tejido cerebral mediante inmunotinción mostró una reducción de Aβ (Fig. 3a) y 

p-tau (Fig. 3b) en la zona CA1 del hipocampo de ratones 3xTg-SIRT1 en comparación con 

los 3xTg-GFP, demostrando un efecto neuroprotector de SIRT1 contra la patología AD in 

vivo.  

El aumento de expresión de SIRT1 en el hipocampo (Fig. 1d) fue acompañado de un 

aumento de la expresión de ADAM10 (Fig. 3c) [F(2,14) = 18.97, p = 0,0001] en los 

hipocampos de ratones 3xTg-SIRT1 en comparación con los 3xTg-GFP. Además se observó 

un aumento del factor neurotrófico BDNF (Fig. 3d) [F(2,13) = 3.764, p = 0.0513], mientras 

que los niveles de expresión de su receptor TrkB se mantuvieron sin cambios (Fig. 3e). 
 

 

Fig. 3 La sobreexpresión de SIRT1 induce efectos neuroprotectores contra Aβ y p-tau. Inmunohistoquímica de 

Aβ (a) y p-tau (b) en las neuronas piramidales de ratones 3xTg-AD. Aβ y p-tau se muestran en fluorescencia roja, 

mientras que GFP y SIRT1 se muestran en verde. Escala: a, b = 50 μm. Expresión génica de ADAM10 (c), 

BDNF (d) y TrkB (e). Estadística: One-way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 y ***p < 0.001 comparado con el grupo 

indicado. 
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ESTUDIO 2:  

PROTECCIÓN DE LA NEURODEGENERACIÓN POR SOBREEXPRESIÓN DE 

SIRT1 EN CULTIVOS NEURONALES  

 

 

 Expresión de SIRT1 y GFP en cultivos de neuronas 

Con el fin de analizar más a fondo los mecanismos involucrados en la neuroprotección 

inducida por SIRT1, se realizaron cultivos neuronales de ratones 3xTg-AD y NoTg. Los 

cultivos fueron transducidos con los lentivirus (lenti-SIRT1 o lenti-GFP) a los 4 DIV y 

analizados a los 11 DIV.  

Mediante inmunotinción del marcador NeuN se confirmó que la expresión de SIRT1 se 

produjo en los núcleos de las neuronas (Fig. 4a), de la misma manera que in vivo (Fig. 1b). 
 

 

 

Fig. 4 Expresión de SIRT1 y GFP en los cultivos de neuronas. (a) Imágenes confocales de cultivos neuronales 

NoTg-SIRT1 teñidos con NeuN en rojo y SIRT1 en verde. (b-c) Niveles de proteínas de SIRT1 y ac-p53 mediante 

Western blot. Escala: a = 50 μm. Estadística: b-c Two-way ANOVA, Bonferroni, ***p < 0.001 comparado con 

NoTg; ###p < 0.001 comparado con el tratamiento GFP. 
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Mediante Western blot se demostró que la proteína SIRT1 está reducida en los cultivos 

neuronales de ratones 3xTg-GFP en comparación con los NoTg-GFP, y que después de la 

transducción se produjo una elevada sobreexpresión de SIRT1 en los cultivos 3xTg-SIRT1 y 

NoTg-SIRT1 (Fig. 4b) [genotipo, F(1,16) = 11.25, p = 0.0040; tratamiento, F(1,16) = 219.6, p 

< 0.0001; e interacción tratamiento × genotipo, F(1,16) = 6.776, p = 0.0192]. 

El factor anti-tumoral p53 es un sustrato de SIRT1 que esta anormalmente acetilado en los 

cultivos 3xTg-AD. La actividad desacetilasa de SIRT1 se confirmó a través de la disminución 

de los niveles de ac-p53 en los cultivos 3xTg-SIRT1 (Fig. 4c) [genotipo, F(1,20) = 22,72, p = 

0.0001; tratamiento, F(1,20) = 16.22, p = 0.0007; e interacción tratamiento × genotipo, 

F(1,20) = 11.28, p = 0.0031]. 

 

 

 Sobreexpresión de SIRT1 reduce la patología Aβ y tau en cultivos 

neuronales 3xTg-AD 

Los cultivos neuronales obtenidos a partir de ratones 3xTg-AD reproducen in vitro las 

patologías amiloide y tau. Se ha observado neuroprotección completa contra estas 

patologías en los cultivos de neuronas transducidos con SIRT1. 

La inmunotinción con anticuerpos Aβ (Figura 5a) y APP-CTF (Figura 5b) demostró una 

disminución de la carga de Aβ en el grupo 3xTg-SIRT1 en comparación con 3xTg-GFP. 

Además, el análisis mediante Western blot confirmó la reducción de la APP total (Fig. 5c) 

[tratamiento, F(1,16) = 6.674, p = 0.0200; e interacción tratamiento × genotipo, F(1,16) = 

6.907, p = 0.0183] y del APP-CTF (Fig. 5d) [genotipo, F(1,16) = 8.363, p = 0.0106; 

tratamiento, F(1,16) = 7.675, p = 0.0136; e interacción tratamiento × genotipo, F(1,16) = 

11.20, p = 0.0041] en los cultivos neuronales 3xTg-SIRT1 en comparación con los 3xTg-

GFP.  

En cuanto a la patología tau se demostró mediante inmunotinción una disminución de los 

niveles de p-tau (Fig. 5e) y tau total (Fig. 5f) en los cultivos 3xTg-SIRT1 en comparación con 

los 3xTg-GFP. Los análisis mediante Western blot también confirmaron la reducción de p-

tau (Fig. 5g) [genotipo, F(1,12) = 13.74, p = 0.0030; tratamiento, F(1,12) = 19.27, p = 0.0009; 

e interacción tratamiento × genotipo F(1,12) = 13.26, p = 0.0034] y de ac-tau (Fig. 5h) 

[genotipo, F(1,28) = 22.49, p < 0.0001; tratamiento, F(1,28) = 8.451, p = 0.0071; e 

interacción tratamiento × genotipo F(1,28) = 5.061, p = 0.0325] en cultivos 3xTg-SIRT1 

debido a la acción desacetilasa de SIRT1 que induce la posterior degradación de p-tau 

mediante el UPS. 
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Fig. 5 La sobreexpresión de SIRT1 reduce Aβ y p-tau en cultivos neuronales de ratones 3xTg-AD. Imagen 

confocal de Aβ (a), APP-CTF (b), p-tau (e) y tau total (f) en cultivos de ratones 3xTg-AD. Aβ y tau se muestran 

en fluorescencia roja, mientras que GFP y SIRT1 se muestran en verde. Análisis proteico de APP total (c), APP-

CTF (d), p-tau (g) y ac-tau (h) de cultivos neuronales NoTg y 3xTg-AD. Escala: a, b, e, f = 50 μm. Estadística: 

Two-way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con NoTg; ##p < 0.01, ###p < 0.001 

comparado con tratamiento GFP. 
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 SIRT1 protege contra la disfunción de proteostasis e incrementa la vía no 

amiloidogénica 

La funcionalidad del complejo UPS, el sistema celular principal para la eliminación de 

proteínas aberrantes, se analizó mediante la determinación de los niveles de proteínas, y se 

observó una disfunción de las proteínas del UPS en los ratones 3xTg-AD. 

 

 
Fig. 6 SIRT1 revierte la disfunción del sistema UPS e incrementa la vía no amiloidogénica. Western blot de las 

proteínas ubiquitinadas y ubiquitina libre (a), subunidades 20S del proteasoma (b), Hsp70 (c), IDE (d), y 

ADAM10 (e) en cultivos neuronales NoTg y 3xTg-AD. Estadística: a-c One-way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05, 

**p < 0.01 y ***p < 0.001; d, e Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $$$p < 0.001. 
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Los cultivos neuronales 3xTg-GFP mostraron una reducción de la expresión de las proteínas 

ubiquitinadas y de la ubiquitina libre (Fig. 6a), y una disminución de la expresión de la 

subunidad 20S del proteasoma (Fig. 6b), en comparación con los NoTg-GFP. La 

sobreexpresión de SIRT1 indujo la recuperación total de los niveles de proteínas de UPS en 

los cultivos 3xTg-SIRT1 [F(2,24) = 8.527, p = 0.0016; F(2,24) = 6.287, p = 0.0064, y F(2,24) 

= 9.528, p = 0.0009, respectivamente]. Se observó un patrón diferente para la proteína de 

choque térmico Hsp70, que mostró una mayor expresión en los cultivos 3xTg-GFP en 

comparación con NoTg-GFP y se incrementó adicionalmente en los cultivos de neuronas 

3xTg-SIRT1 (Fig. 6c) [F(2,22) = 13.40, p = 0.0002]. 

Además, los cultivos transducidos con el vector lenti-SIRT1 presentaron una elevada 

expresión de IDE (Fig. 6d) [tratamiento, F(1,28) = 36.30, p < 0.0001] y de ADAM10 (Fig. 6e) 

[tratamiento, F(1,36) = 23.02, p < 0.0001] en ambas cepas, favoreciéndose de esta manera 

la vía de degradación de Aβ y la vía no amiloidogénica, respectivamente. 

 

 

 La sobreexpresión de SIRT1 induce un aumento del neurotrofismo 

El análisis de los factores neurotróficos en el hipocampo de ratones 3xTg-SIRT1 mostró un 

aumento significativo de la expresión génica de GDNF (Fig. 7a) y VEGF-A (Fig. 7b) [F(2,12) 

= 17.79, p = 0.0003; y F(2,13) = 40.29, p < 0.0001, respectivamente] en comparación con los 

3xTg-GFP.  

Además, los niveles de las proteínas GDNF (Fig. 7c) y BDNF (Fig. 7d) se incrementaron en 

los cultivos neuronales NoTg-SIRT1 y 3xTg-SIRT1 [tratamiento, F(1,36) = 21.15, p < 0.0001; 

y F(1,28) = 5.084, p = 0.0322, respectivamente]. La sobreexpresión de SIRT1 incrementó las 

vías neurotróficas en los hipocampos y en los cultivos neuronales.  
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Fig. 7 La sobreexpresión de SIRT1 induce un incremento del neurotrofismo. Expresión génica de GDNF (a) y 

VEGF-A (b) en el hipocampo. Análisis mediante Western blot de BDNF (c) y GDNF (d) en cultivos de neuronas. 

Estadística: a, b One-way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con el grupo indicado; c, d 

Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $p < 0.05 y $$$p < 0.001. 

 

 

 SIRT1 incrementa la plasticidad sináptica en cultivos neuronales 

En cuanto a la sinapsis neuronal se observó mediante inmunohistoquímica que los cultivos 

neuronales transducidos con lenti-SIRT1 presentaron un aumento de la densidad sináptica 

(Fig. 8a, c) y de la arborización de neuritas (Fig. 8b, d) en comparación con los cultivos GFP.  

Mediante Western blot se observó que los niveles de la proteína PSD95 fueron inferiores en 

los cultivos 3xTg-AD en comparación con los NoTg (Fig. 8e) [genotipo, F(1,28) = 10.06, p = 

0.0037], mientras que la sobreexpresión de SIRT1 indujo un incremento de la expresión de 

las proteínas PSD95 y MAP2 (Fig. 8f) tanto en cultivos neuronales NoTg-SIRT1 como en 

3xTg-SIRT1 [tratamiento, F(1,28) = 21.19, p < 0.0001 y F(1,32) = 28.59, p < 0.0001, 

respectivamente]. 
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Fig. 8 SIRT1 incrementa los marcadores de plasticidad sináptica. Imagen representativa de PSD95 (a, c) y 

MAP2 (b, d) marcadas en rojo, mientras que GFP y SIRT1 en verde. Análisis de Western blot de PSD95 (e) y 

MAP2 (f) en cultivos neuronales. Escala: a-d = 50 μm. Estadística: Two-way ANOVA, efecto de genotipo &&p < 

0.01; y efecto de tratamiento $$$p < 0.001. 
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ESTUDIO 3:  

PROTECCIÓN DE LA PÉRDIDA COGNITIVA POR TRATAMIENTO CON 

RESVERATROL 

 

 

 El tratamiento con resveratrol induce protección contra las alteraciones 

de comportamiento asociadas a demencia 

La administración de resveratrol con la dieta indujo protección contra las BPSD en ratones 

3xTg-RV de 12 meses de edad (Fig. 9a-f). 

En el ensayo de campo abierto, los ratones 3xTg-ct presentaron una menor movilidad en 

comparación con los ratones NoTg (Fig. 9a, b). El tratamiento con resveratrol incrementó la 

velocidad (Fig. 9a) [tratamiento, F(1,42) = 6.055, p = 0.0181; y genotipo, F(1,42) = 43.21, p < 

0.0001] y la distancia total recorrida (Fig. 9b) [tratamiento, F(1,42) = 5.953, p = 0.0190; y 

genotipo, F(1,42) = 39.84, p < 0.0001] en ambas cepas. 

En el ensayo de la tabla de los cuatro agujeros, los ratones 3xTg-ct presentaron una mayor 

latencia para realizar la primera exploración en comparación con los ratones NoTg (Fig. 9c). 

El tratamiento con resveratrol redujo la latencia de exploración en ambas cepas [tratamiento, 

F(1,42) = 6.349, p = 0.0156; y genotipo, F(1,42) = 28.88, p < 0.0001].  

En la prueba de la caja oscura/iluminada, los ratones 3xTg-ct presentaron una menor 

capacidad exploratoria, en comparación con los ratones NoTg (Fig. 9d-f). El tratamiento con 

resveratrol incrementó en ambas cepas el número de rearings (Fig. 9d) [tratamiento, F(1,42) 

= 5.671, p = 0.0219; y genotipo, F(1,42) = 29.35, p < 0.0001], el número de entradas en la 

zona iluminada (Fig. 9e) [tratamiento, F(1,42) = 5.027, p = 0.0303; y genotipo, F(1,42) = 

11.89, p = 0.0013], y el tiempo total de exploración en la zona iluminada (Fig. 9f) 

[tratamiento, F(1,42) = 4.844, p = 0.0333; y genotipo, F(1,42) = 9.360, p = 0.0039]. 
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Fig. 9 El tratamiento con resveratrol induce protección contra las alteraciones de comportamiento asociadas a 

demencia. Test de campo abierto con la velocidad de los ratones (a) y distancia total recorrida (b). Latencia de la 

primera exploración (c) en el test de la tabla de los cuatro agujeros. Ensayo de la caja oscura/iluminada, con el 

número de rearings (d), el número de entradas en la zona iluminada (e) y el tiempo de permanencia en el área 

iluminada (f). Estadística: a-f Two-way ANOVA, efecto de genotipo &&p < 0.01 y &&&p < 0.001; y efecto de 

tratamiento $p < 0.05. 

 

 

 El tratamiento con resveratrol induce protección contra la pérdida 

cognitiva en ratones 3xTg-AD 

La administración de resveratrol conservó la cognición en ratones 3xTg-RV, además de 

inducir una mejora de la capacidad de memoria en ratones NoTg-RV (Fig. 10a-e). 

En el test de NOR, los ratones 3xTg-ct mostraron un déficit de memoria de reconocimiento, 

mientras que los ratones NoTg-RV y 3xTg-RV aumentaron su capacidad de recordar objetos 

familiares a las 2 horas (Fig. 10b) [tratamiento, F(1,36) = 8.826, p = 0.0053; y genotipo, 

F(1,36) = 4.195, p = 0.0479] y a las 24 horas (Fig. 10c) [tratamiento, F(1,36) = 6.759, p = 

0.0134; e interacción tratamiento × genotipo, F(1,36) = 4.256, p = 0.0464]. 

En el ensayo de MWM los ratones NoTg-ct, NoTg-RV y 3xTg-RV redujeron las distancias del 

recorrido para localizar la plataforma a lo largo de los días (Fig. 10d) [F(5,78) = 2.386, p = 

0.0456; F(5,66) = 3.859, p = 0.0040, y F(5,54) = 3.384, p = 0.0099 respectivamente], 

mientras que los ratones 3xTg-ct no aprendieron durante los días de la adquisición de la 

memoria [F(5,54) = 1.481, p = 0.2113]. Al retirar la plataforma ambos grupos NoTg y 3xTg-

RV recordaron el cuadrante en el que había estado situada la plataforma (Fig. 10e), 



RESULTADOS 

64 
 

mientras que los ratones 3xTg-ct nadaron al azar sin recordar la posición anterior de la 

plataforma de escape [interacción tratamiento × genotipo, F(1,42) = 4.956, p = 0.0315]. 

 

Fig. 10 El resveratrol induce neuroprotección. Test de NOR a tiempo 0h (a), 2h (b) y 24h (c). Test de MWM con 

las distancias recorridas hasta alcanzar la plataforma (d) y la distancia recorrida en el cuadrante de la plataforma 

(e). Estadística: b Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $$p < 0.01; y efecto de genotipo &p < 0.05; c, e Two-

way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 y **p < 0.01 comparado con NoTg; ##p < 0.01 comparado con tratamiento 

control; d One-way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 y **p < 0.01 P1 comparado con P6. 

 

 

 La administración de resveratrol protege contra la patología amiloide 

El análisis del extracto proteico mostró que los hipocampos de los ratones 3xTg-AD 

presentaban unos niveles elevados de la APP total (Fig. 11a) [genotipo, F(1,20) = 48.59, p < 

0.0001], en comparación con los hipocampos de ratones NoTg. 

Además, se observaron elevados niveles de los péptidos Aβ (Fig. 11b) [genotipo, F(1,15) = 

10.45, p = 0.056; tratamiento, F(1,15) = 6.976, p = 0.0185; e interacción genotipo × 

tratamiento, F(1,15) = 4.709, p = 0,0465], APP-CTF (Fig. 11c) [genotipo, F(1,20) = 41.45, p < 

0.0001; tratamiento, F(1,20) = 8.680, p = 0.0080; e interacción genotipo × tratamiento, 

F(1,20) = 6.687, p = 0,0177], y sAPPβ (Fig. 11d) [genotipo, F(1,23) = 4.528, p = 0.0443; e 

interacción genotipo × tratamiento, F(1,23) = 9.954, p = 0,0044] en los hipocampos de 

ratones 3xTg-ct en comparación con los NoTg. 
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El tratamiento con resveratrol indujo una disminución de la patología amiloide, ya que 

normalizó los niveles de Aβ, APP-CTF y sAPPβ en los ratones 3xTg-RV, debido en gran 

parte a una disminución de los niveles de la secretasa BACE1 (Fig. 11e) [tratamiento, 

F(1,19) = 4.993, p = 0.0377] y a un aumento de la proteasa neprilisina (Fig. 11f) [tratamiento, 

F(1,20) = 5.334, p = 0.0317]. 

La atenuación de la vía amiloidogénica y el aumento de la proteostasis tuvo efecto en 

ambas cepas tratadas con resveratrol, sin embargo no se observaron cambios en el péptido 

sAPPα (Fig. 11g) ni en la secretasa ADAM10 (Fig. 11h). La disminución de Aβ mediante el 

tratamiento con resveratrol tampoco fue debida a la acción de la proteasa IDE (Fig. 11i). 

 

Fig. 11 El resveratrol protege de la patología amiloide. Análisis de Western blot de APP total (a), Aβ (b), APP-

CTF (c), sAPPβ (d), BACE1 (e), Neprilisina (f), sAPPα (g), ADAM10 (h) e IDE (i) en hipocampos de ratones 

3xTg-AD y NoTg. Estadística: b, c, d Two-way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con 

NoTg; #p < 0.05 y ##p < 0.01 comparado con tratamiento control; a, e, f, i Two-way ANOVA, efecto de 

tratamiento $p < 0.05; y efecto de genotipo &p < 0.05 y &&&p < 0.001. 
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 La administración de resveratrol protege contra la patología tau en 

ratones 3xTg-AD 

El análisis del extracto proteico mostró que los hipocampos de los ratones 3xTg-ct 

presentaban unos niveles elevados de la proteína tau total (Fig. 12a) [genotipo, F(1,20) = 

24.36, p < 0.0001], de p-tau (Fig. 12b) [genotipo, F(1,24) = 10.72, p = 0.0032; tratamiento, 

F(1,24) = 10.11, p = 0.0040; e interacción genotipo × tratamiento, F(1,24) = 5.313, p = 

0,0301] y de ac-tau (Fig. 12c) [genotipo, F(1,25) = 12.53, p = 0.0016; tratamiento, F(1,25) = 

8.924, p = 0.0062; e interacción genotipo × tratamiento, F(1,25) = 5.562, p = 0,0265], en 

comparación con los de ratones NoTg. 

El tratamiento con resveratrol protegió de la patología tau, ya que normalizó los niveles de 

p-tau y ac-tau (Fig. 12b-c) en los ratones 3xTg-RV. La desacetilación de la proteína tau 

permite que pueda ser degradada mediante el UPS. 
 

 

Fig. 12 El resveratrol protege de la patología tau. Análisis proteico de tau total (a), p-tau (b) y ac-tau (c) en el 

hipocampo de ratones 3xTg y NoTg. Estadística: a Two-way ANOVA, efecto de genotipo &&p < 0.001; b, c Two-

way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con NoTg; ##p < 0.01 comparado con tratamiento 

control.  

 

 

 Resveratrol aumenta la actividad del sistema ubiquitina-proteasoma 

Los hipocampos de los ratones 3xTg-AD presentaron una elevada expresión de la proteína 

Hsp70 (Fig. 13a) [genotipo, F(1,20) = 35.84, p < 0.0001; tratamiento, F(1,20) = 6.283, p = 

0.0209; e interacción genotipo × tratamiento, F(1,20) = 7.517, p = 0,0126] y de las proteínas 

ubiquitinadas (Fig. 13b) [genotipo, F(1,18) = 5.867, p = 0.0262; tratamiento, F(1,18) = 10.53, 

p = 0.0045; e interacción genotipo × tratamiento, F(1,18) = 6.450, p = 0,0205] en 

comparación con los hipocampos NoTg. El tratamiento con resveratrol normalizó los niveles 

de Hsp70 y de las proteínas ubiquitinadas en los ratones 3xTg-RV.  
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El tratamiento con resveratrol además indujo una potenciación de la expresión de la 

subunidad 20S del proteasoma, tanto en los hipocampos de los ratones NoTg-RV como los 

3xTg-RV (Fig. 13c) [tratamiento, F(1,28) = 12.34, p = 0.0015].  
 

 

Fig. 13 El resveratrol aumenta la actividad del sistema ubiquitina-proteasoma. Análisis proteico de Hsp70 (a), 

proteínas ubiquitinadas (b) y subunidades del proteasoma 20S (c) en el hipocampo de ratones 3xTg y NoTg. 

Estadística: a, b Two-way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con NoTg; ##p < 0.01 

comparado con tratamiento control; c Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $$p < 0.01. 

 

 

 La administración de resveratrol activa las vías reguladoras y efectoras 

de SIRT1 

No se detectaron variaciones de los niveles de la proteína SIRT1 en el hipocampo de los 

ratones (Fig. 14a).  

Los hipocampos de ratones 3xTg-ct mostraron niveles inferiores de las proteínas PGC-1α 

(Fig. 14b) [genotipo, F(1,23) = 8.937, p = 0.0065; tratamiento, F(1,23) = 7.419, p = 0.0121], 

p-AMPK (Fig. 14c) [genotipo, F(1,24) = 5.017, p = 0.0346; tratamiento, F(1,24) = 9.234, p = 

0.0057] y p-CREB (Fig. 14d) [tratamiento, F(1,22) = 45.67, p < 0.0001; e interacción 

genotipo × tratamiento, F(1,22) = 5.424, p = 0,0294] en comparación con los hipocampos de 

ratones NoTg-ct.  

La administración de resveratrol produjo un incremento de los niveles proteicos de PGC-1α, 

p-AMPK y p-CREB en ambas cepas de ratón, indicativo de la activación de la vía de SIRT1. 

Esto es debido a que el aumento de p-AMPK produce un incremento del sustrato NAD+, que 

a su vez aumenta la actividad de SIRT1, acción que posteriormente genera una activación 

de p-CREB y PGC-1α. 
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Fig. 14 El resveratrol activa la vía de SIRT1 mediante la activación de p- AMPK. Análisis proteico de SIRT1 (a), 

PGC-1α (b), AMPK y p-AMPK (c), CREB y p-CREB (d) en el hipocampo de ratones 3xTg y NoTg. Estadística: b, 

c Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $p < 0.05; efecto de genotipo &&p < 0.01; d Two-way ANOVA, 

Bonferroni, *p < 0.05 comparado con NoTg; ##p < 0.01 y ###p < 0.001 comparado con tratamiento control.  
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ESTUDIO 4:  

PROTECCIÓN DE LA PÉRDIDA COGNITIVA POR TRATAMIENTO CON 

MELATONINA 

 

 

 El tratamiento con melatonina induce protección contra las alteraciones 

de comportamiento asociadas a demencia 

La administración de melatonina durante 6 meses indujo protección contra las BPSD en 

ratones 3xTg-MEL de 12 meses de edad (Fig. 15a-f). 

En el ensayo de las esquinas, los ratones 3xTg-ct presentaron una menor actividad 

exploratoria en comparación con los ratones NoTg (Fig. 15a, b). El tratamiento con 

melatonina disminuyó la latencia de rearing (Fig. 15a) [genotipo, F(1,45) = 8.295, p = 0.0061; 

e interacción genotipo × tratamiento, F(1,45) = 12.34, p = 0,0010] e incrementó el número 

total de rearings (Fig. 15b) [genotipo, F(1,45) = 19.41, p < 0.0001; e interacción genotipo × 

tratamiento, F(1,45) = 5.797, p = 0,0202] , aunque no se observó mejora en el número de 

esquinas exploradas. 

En el ensayo de campo abierto no se observaron cambios de comportamiento en los ratones 

tratados con melatonina. En el ensayo de la tabla de los cuatro agujeros ambas cepas 

mostraron una mejora exploratoria debida al tratamiento de melatonina, con un aumento del 

número de exploraciones realizadas (Fig. 15c) [tratamiento, F(1,28) = 5.476, p = 0.0266] y 

del tiempo total de exploración [genotipo, F(1,28) = 7.091, p = 0.0127]. 

En la prueba de la caja oscura/iluminada, los ratones 3xTg-ct presentaron una mayor 

latencia de movimiento (Fig. 15d) y mayor latencia de entrada a la zona iluminada (Fig. 15e) 

en comparación con los ratones NoTg. El tratamiento con melatonina normalizó el tiempo de 

freezing en los ratones 3xTg-MEL [genotipo, F(1,26) = 5.169, p = 0.0315; e interacción 

genotipo × tratamiento, F(1,26) = 5.884, p = 0,0225] y la latencia de entrada a la caja 

iluminada [genotipo, F(1,28) = 15.88, p = 0.0004; tratamiento, F(1,28) = 14.31, p = 0.0008; e 

interacción genotipo × tratamiento, F(1,28) = 26.09, p < 0.0001], además de aumentar en 

ambas cepas el número de entradas a la zona iluminada (Fig. 15f) [genotipo, F(1,29) = 

11.25, p = 0.0022, y tratamiento, F(1,29) = 7.481, p = 0.0105]. 
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Fig. 15 La melatonina induce protección contra las BPSD. Latencia de exploración vertical (a) y número de 

exploraciones verticales (b) en el test de las esquinas. Exploraciones totales en el ensayo de la tabla de los 

cuatro agujeros (c). Ensayo de la caja oscura/iluminada, con el tiempo de freezing (d), latencia de entrada a la 

zona iluminada (e) y número de entradas en la zona iluminada (f). Estadística: a, b, d, e Two-way ANOVA, 

Bonferroni, *p < 0.05, ***p < 0.001 comparado con NoTg; #p < 0.05 y ###p < 0.001 comparado con tratamiento 

control; c, f Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $p < 0.05; y efecto de genotipo &&p < 0.01 

 

 

 La administración de melatonina protege contra la pérdida cognitiva en 

ratones 3xTg-AD 

La administración de melatonina indujo una acción neuroprotección en los ratones 3xTg-

MEL de 12 meses de edad (Fig. 16a-e). 

En el ensayo de NOR (Fig. 16a-c) los ratones 3xTg-ct presentaron un déficit de memoria de 

reconocimiento. La melatonina produjo en los ratones 3xTg-MEL y NoTg-MEL una mejora 

de la capacidad de recordar objetos familiares, a las 2 horas (Fig. 16b) [tratamiento, F(1,48) 

= 4.182, p = 0.0464] y a las 24 horas (Fig. 16c) [tratamiento, F(1,48) = 4.632, p = 0.0364]. 

En el test de MWM (Fig. 16d, e) se observó la acción neuroprotectora de la melatonina en 

los ratones 3xTg-MEL, ya que aprendieron a localizar la posición de la plataforma de forma 

similar a los ratones NoTg (Fig. 16d) [genotipo, F(2,210) = 53.17, p < 0.0001; e interacción 

genotipo × tratamiento, F(10,210) = 16.98, p < 0.0001], mientras que los ratones 3xTg-ct no 

aprendieron. Al retirar la plataforma, los grupos NoTg y 3xTg-MEL recordaron el cuadrante 

en el que había estado situada la plataforma de escape (Fig. 16e) [F(2,31) = 5.315, p = 

0.0104], mientras que los ratones 3xTg-ct nadaron al azar sin recordar la posición anterior 

de la plataforma. El test MWM fue reproducido anteriormente (Garcia-Mesa et al., 2012). 
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Fig. 16 La melatonina induce neuroprotección. Test de NOR a tiempo 0h (a), 2h (b) y 24h (c). Test de MWM con 

las distancias recorridas hasta alcanzar la plataforma (d) y la distancia recorrida en el cuadrante de la plataforma 

(e). Estadística: a-c Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $p < 0.05; d Two-way ANOVA, Bonferroni, ***p < 

0.001 comparado con ratones 3xTg-ct; e One-way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 comparado con NoTg; #p < 

0.05 comparado con 3xTg-ct. 

 

 

 La administración de melatonina protege contra la patología amiloide y 

tau en ratones 3xTg-AD 

Mediante técnicas de Western blot se observó que los hipocampos de ratones 3xTg-ct 

mostraban niveles elevados de APP total (Fig. 17a) [genotipo, F(1,29) = 8.745, p = 0.0061], 

APP-CTF (Fig. 17b), tau total (Fig. 17c) [genotipo, F(1,32) = 30.09, p < 0.0001], y p-tau (Fig. 

17d) en comparación con NoTg.  

El tratamiento con melatonina normalizó los niveles proteicos de APP-CTF [genotipo, 

F(1,28) = 9.461, p = 0.0047; tratamiento, F(1,28) = 7.439, p = 0.0109; e interacción genotipo 

× tratamiento, F(1,28) = 7.655, p = 0.0069] y también de p-tau [genotipo, F(1,28) = 41.96, p < 

0.0001; tratamiento, F(1,28) = 15.39, p = 0.0005; e interacción genotipo × tratamiento, 

F(1,28) = 32.45, p < 0.0001] en los hipocampos de ratones 3xTg-MEL. 
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Fig. 17 La melatonina protege contra la patología amiloide y tau. Análisis proteico de APP total (a), APP-CTF (b), 

tau total (c) y p-tau (d) en el hipocampo de ratones 3xTg y NoTg. Estadística: a, c Two-way ANOVA, efecto de 

genotipo &&p < 0.01 y &&&p < 0.001; b, d Two-way ANOVA, Bonferroni, ***p < 0.001 comparado con NoTg; ##p 

< 0.01 y ###p < 0.001 comparado con tratamiento control. 

 

 

 La administración de melatonina no modifica el sistema ubiquitina-

proteasoma 

Los hipocampos de ratones 3xTg-AD presentaron una elevada expresión de la proteína 

Hsp70 (Fig. 18a) [genotipo, F(1,41) = 28.74, p < 0.0001] y de las proteínas ubiquitinadas 

(Fig. 18b) [genotipo, F(1,17) = 6.123, p = 0.0242] en comparación con los hipocampos NoTg. 

Los niveles elevados de Hsp70 y de proteínas ubiquitinadas no se restauraron mediante el 

tratamiento con melatonina. 

Los niveles proteicos de la subunidad 20S del proteasoma no presentaron variaciones 

significativas tras el tratamiento con melatonina (Fig. 18c).  



RESULTADOS 

73 
 

 
Fig. 18 La melatonina no modifica los niveles de proteínas relacionadas con el sistema ubiquitina-proteasoma. 

Análisis mediante Western blot de Hsp70 (a), proteínas ubiquitinadas (b) y subunidades del proteasoma 20S (c) 

en el hipocampo de ratones NoTg y 3xTg-AD. Estadística: Two-way ANOVA, efecto de genotipo &p < 0.05 y &&p 

< 0.01. 

 

 

 La administración de melatonina activa las vías reguladoras de SIRT1 

Mediante técnicas de Western blot no se detectaron variaciones de los niveles de la proteína 

SIRT1 en el hipocampo de los ratones NoTg, ni en los ratones 3xTg-AD (Fig. 19a). Sin 

embargo, se observó que la administración de melatonina incrementó los niveles proteicos 

de p-AMPK en ambas cepas de ratón (Fig. 19b) [genotipo, F(1,8) = 6.128, p = 0.0384; y 

tratamiento, F(1,8) = 18.94, p = 0.0024]. El aumento de p-AMPK es indicativo de la 

activación de la vía de SIRT1, ya que produce un incremento del sustrato NAD+. 

 
Fig. 19 La melatonina activa la vía de SIRT1 mediante la activación de p-AMPK. Análisis proteico de SIRT1 (a), 

AMPK y p-AMPK (b) en el hipocampo de ratones 3xTg y NoTg. Estadística: Two-way ANOVA, efecto de 

tratamiento $p < 0.05; efecto de genotipo &p < 0.05. 
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 La administración de melatonina no modifica la proteólisis de APP y Aβ 

Mediante técnicas de Western blot no se observaron modificaciones en los niveles proteicos 

de las secretasas ADAM10 (Fig. 20a) y BACE1 (Fig. 20b) en los hipocampos de ratones 

NoTg y 3xTg-AD. De la misma manera, tampoco se observó variación de las proteínas IDE 

(Fig. 20c) y neprilisina (Fig. 20d), proteínas con acción degradadora de Aβ. 

 
Fig. 20 La melatonina no induce cambios en enzimas proteolíticos de APP y Aβ. Análisis mediante Western blot 

de ADAM10 (a), BACE1 (b), IDE (c) y neprilisina (d) en el hipocampo de ratones NoTg y 3xTg-AD. 

 

 

 La melatonina protege contra la neuroinflamación en ratones 3xTg-AD 

El tratamiento con melatonina indujo una reducción significativa de la expresión génica de 

los factores proinflamatorios IL-1β (Fig. 21a) [t(5) = 4.739, p = 0.0026] y TNF-α (Fig. 21b) 

[t(4) = 3.286, p = 0.0152] en el hipocampo de ratones 3xTg-MEL. No se observaron cambios 

significativos en los niveles de IL-6 (Fig. 21c) e IL-10 (Fig. 21d). En todos los casos, el 

cálculo de la relación citoquina antiinflamatoria IL-10 con las diversas citoquinas 

proinflamatorias, demostró la capacidad antiinflamatoria de la melatonina; IL-10:IL-1β (Fig. 

21e) [t(5) = 6.688, p = 0.0006], IL-10:TNF-α (Fig. 21f) [t(5) = 5.412, p = 0.0028] e IL-10:IL-6 

(Fig. 21g) [t(4) = 2.229, p = 0.0449]. 
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Fig. 21 La melatonina reduce la inflamación en ratones 3xTg-AD .Expresión génica de IL-1β (a), TNF-α (b), IL-6 

(c) e IL-10 (d) en el hipocampo de ratones 3xTg-AD. Ratio de la expresión de IL-10:IL-1β (e),IL-10:TNF-α (f) e IL-

10:IL-6 (g). Estadística: t-test, *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con el grupo control. 

 

 

 La administración de melatonina reduce la inflamación sistémica 

Mediante ELISA (DuoSet mGas6 ELISA, I+D) se determinaron los niveles de Gas6 en el 

suero sanguíneo de ratones NoTg-MEL y 3xTg-MEL (Fig. 22). La administración de 

melatonina produjo una disminución de los niveles de Gas6 en ambas cepas [F(3, 38) = 

9,850, p < 0,0001], indicando que produce una reducción generalizada de la inflamación y 

una disminución de los mecanismos inflamatorios. 

 

Fig. 22 La melatonina reduce la inflamación sistémica en ratones NoTg y 3xTg-AD. Niveles de Gas6 en suero 

sanguíneo de ratones NoTg y 3xTg-AD. Estadística: One-way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 comparado con el 

grupo indicado. 
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En esta tesis se confirma la existencia de un importante vínculo entre la proteína SIRT1 y la 

neuroprotección y se describen nuevas vías efectoras. A lo largo de los tres estudios que 

componen esta tesis se han investigado los efectos neuroprotectores de la sobreexpresión 

de SIRT1 in vivo e in vitro a través del uso de vectores lentivirales (Corpas et al., 2016) y de 

la activación de SIRT1 in vivo mediante la administración de los compuestos resveratrol y 

melatonina (publicaciones en preparación). La activación de la vía de SIRT1 ha inducido 

niveles extraordinariamente elevados de protección contra la pérdida cognitiva y 

neuropatología AD en el modelo de ratón 3xTg-AD. Sumamente importante es también el 

hallazgo de efectos pro-cognitivos en ratones control, no previamente descrito. En cuanto a 

los mecanismos implicados se han hecho también nuevos hallazgos basados en la mejora 

de la proteostasis y el neurotrofismo. Los resultados obtenidos refuerzan también la 

implicación del resveratrol y la melatonina en la modulación de la vía de SIRT1. 

 

Comportamiento cognitivo y no cognitivo 

El aprendizaje y la memoria espacial detectados en el test de MWM se consideran 

asociados al funcionamiento óptimo de circuitos hipocampales (Riedel et al., 1999; 

Laeremans et al., 2015). En la memoria de reconocimiento de objetos detectados en el test 

de NOR también está implicado el hipocampo (Assini et al., 2009; Broadbent et al., 2010). El 

análisis de la expresión génica de SIRT1 en el hipocampo de los ratones 3xTg-AD 

transducidos con lenti-SIRT1 o con lenti-GFP ha confirmado la deficiencia de SIRT1 en este 

modelo animal, previamente descrita por técnicas de inmunodetección por Western blot 

(Revilla et al., 2014a). Nuestros resultados muestran que la sobreexpresión de SIRT1 en el 

hipocampo induce total protección frente a la pérdida cognitiva en los ratones 3xTg-AD y 

efectos de mejora de la memoria en ratones control en ambos ensayos.  

El hipocampo es una zona afectada de forma selectiva por AD (Mu and Gage, 2011), y el 

deterioro de los circuitos hipocampales contribuye en gran medida a los efectos 

devastadores de la pérdida de memoria en la enfermedad (Apostolova et al., 2015). No 

existían estudios previos de sobreexpresión de SIRT1 específicamente en el hipocampo, 

aunque en un modelo de ratón transgénico de SIRT1 cuya sobreexpresión incluía zonas del 

hipocampo no se detectaron efectos similares de incremento de memoria (Oberdoerffer et 

al., 2008). Los tratamientos con resveratrol y melatonina también fueron totalmente 

protectores contra la pérdida cognitiva en los ratones modelo de AD. La neuroprotección de 
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resveratrol contra el deterioro cognitivo en ratones 3xTg-AD confirma estudios previos en 

ratones SAMP8 modelo de envejecimiento patológico y AD (Liu et al., 2012; Porquet et al., 

2013) y en ratones doble transgénicos de AD APP/PS1 (Porquet et al., 2014). 

También la protección por melatonina confirma nuestro estudio previo en 3xTg-AD (Garcia-

Mesa et al., 2012) y estudios de otros autores indicando la presencia de mejoras cognitivas 

en SAMP8 (Cheng et al., 2008; Gutierrez-Cuesta et al., 2008) y otros modelos transgénicos 

de AD, APP695 (Feng et al., 2004) y APP/PS1 (Olcese et al., 2009). En el presente estudio 

también hemos detectado un efecto pro-cognitivo de resveratrol y melatonina en ratones 

control, aunque menos potente que con la sobreexpresión de SIRT1 en hipocampo. Así, la 

mejora generalizada de memoria se detectó en el test NOR a las 2 h pero no en el test más 

estresante y complejo de MWM. 

 

Junto a la protección contra la pérdida cognitiva, la activación de la vía de SIRT1 protegió 

contra las alteraciones de comportamiento de neofobia, ansiedad, apatía, etc. que 

componen los comportamientos de tipo BPSD. Los BPSD son principalmente impulsados 

por la patología AD en las áreas cerebrales corticales y los ganglios basales, indicando un 

efecto de los beneficios inducidos por activación de SIRT1 en todo el cerebro. Estos 

síntomas neuropsiquiátricos son muy prevalentes en los enfermos de AD y una fuente 

importante de carga física y psicológica para los cuidadores (Shin et al., 2005), con lo cual 

una terapia integral cognitiva y no cognitiva es muy importante. Cabe destacar que se ha 

detectado también una mejor respuesta en los animales control, indicando que los 

tratamientos ensayados permiten una mejor gestión de las situaciones de estrés y mayor 

interacción con los estímulos externos. La protección contra los comportamientos de tipo 

BPSD resultó igualmente potente con los tres tratamientos de sobreexpresión génica de 

SIRT1 y de administración de resveratrol y melatonina en la dieta. 

 

En conjunto, considerando los resultados de comportamiento cognitivo y no cognitivo, se ha 

demostrado un efecto preventivo y terapéutico de la activación de SIRT1 contra la demencia 

de AD. Los beneficios en la actividad neuronal demostrados en los ratones de cepa control 

sugieren un aumento de resiliencia cerebral que disminuiría el riesgo de AD.  

 

Neuropatología 

El análisis de los cambios cerebrales que sustentan la neuroprotección inducida por 

activación de SIRT1 en ratones 3xTg-AD, ha demostrado la disminución de la patología 

amiloide y tau hasta niveles prácticamente indistinguibles de los del cerebro de la cepa 

control. Los resultados de inmunodetección por Western blot de fragmentos amiloidogénicos 
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(Aβ y CTF) son concluyentes de protección total en todos los tratamientos ensayados. Los 

efectos se corroboraron por inmunohistoquímica en el hipocampo de ratones que 

sobreexpresaban SIRT1. Esta reducción de los péptidos tóxicos intraneuronales y también 

segregados al parénquima cerebral y a las sinapsis, en los estadios de patología estudiados, 

es muy importante para evitar la disfuncionalidad neuronal. La lucha contra el exceso 

cerebral de Aβ es uno de los principales objetivos de las terapias en estudio clínico (Selkoe 

and Hardy, 2016). Igualmente se demostró una disminución a niveles controles de p-tau en 

los tres tratamientos ensayados, que se amplió al estudio de ac-tau en el estudio de 

sobreexpresión de SIRT1 y el de suplementación de la dieta con resveratrol. En todos los 

casos, se observó una total normalización de la proteína tau que sugiere la funcionalidad 

correcta de los microtúbulos neuronales. Tau es una de las dianas terapéuticas en AD (Avila 

et al., 2016). La disminución de la patología amiloide y tau también se hizo patente en el 

modelo in vitro de AD desarrollado con neuronas de 3xTg-AD. Estos resultados confirman 

nuestros resultados previos con melatonina en 3xTg-AD (Garcia-Mesa et al., 2012) y 

publicaciones de otros autores que describieron que melatonina reducía los niveles de Aβ en 

ratones de AD Tg2576 (Matsubara et al., 2003) y de placas amiloideas en ratones APP/PS1 

(Olcese et al., 2009), y p-tau en ratones SAMP8 (Gutierrez-Cuesta et al., 2007; Caballero et 

al., 2008); y resveratrol inducía una disminución de placas amiloideas en APP/PS1 (Porquet 

et al., 2014) y de los niveles de Aβ en líneas celulares transfectadas con APP mutada 

(Marambaud et al., 2005). Un efecto directo de la inyección de lentivirus expresando SIRT1 

sobre la patología tau fue también observado en un modelo de tauopatía por inducción de 

p25 (Kim et al., 2007).  

 

Proteostasis 

El ratón 3xTg-AD usado en esta tesis modela las dos patologías, amiloide y tau. El grado 

máximo de protección observada frente a la presencia de ambos tipos de proteínas 

anormales generadas por transgenes específicos, indica un elevado grado de respuesta 

funcional de los mecanismos de proteostasis celular. A este respecto hemos comprobado 

que la sobreexpresión de SIRT1 activa la vía no amiloidogénica de procesado de la APP 

mediante el incremento de ADAM10. El análisis de enzimas procesadores de Aβ nos ha 

llevado a descubrir que SIRT1 activa la enzima IDE y el proteasoma. Aumentando su 

catabolismo, SIRT1 disminuye la acumulación del péptido Aβ generado por la vía 

amiloidogénica. IDE se ha descrito como un enzima que proteoliza Aβ (Himeno et al., 

2011). Ratones deficientes en ADAM10 (Epis et al., 2010) e IDE (Farris et al., 2003) han 

mostrado un aumento de la acumulación cerebral de Aβ endógena. En cuanto al 
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procesado de la proteína tau, se ha comprobado que SIRT1 induce la desacetilación de 

tau, de manera que favorece la degradación de p-tau mediante la vía del proteasoma. 

Ratones con delección de SIRT1 experimentan una acumulación de ac-tau en el cerebro 

(Min et al., 2010; Min et al., 2015). La sobreexpresión de SIRT1 normalizó los niveles de 

la proteína 20S del proteasoma y de las proteínas ubiquitinadas en los cultivos 

neuronales 3xTg-AD, lo que sugiere una recuperación de la funcionalidad de UPS. 

Además, por estudios en líneas celulares deficientes en SIRT1, se conoce que SIRT1 

participa en el mantenimiento de control de calidad de las proteínas mediado por Hsp70 

(Tomita et al., 2015). La chaperona Hsp70 interviene en la degradación de proteínas 

aberrantes mediante la interacción con la proteína CHIP y la ligasa de ubiquitina E3 

(Westerheide et al., 2009). El aumento de los niveles de la Hsp70 facilita la ligación de las 

proteínas mal plegadas a la ubiquitina para su posterior degradación, de modo que 

disminuye Aβ y p-tau (Petrucelli et al., 2004). La proteólisis de Aβ es compleja, en su 

procesamiento independiente de proteasoma puede intervenir IDE, neprilisina y otros 

enzimas cuya participación in vivo no se ha aclarado (Wang et al., 2006). Sin embargo, 

UPS es el principal sistema proteolítico que degrada proteínas aberrantes, incluyendo Aβ 

y p-tau (Ciechanover and Kwon, 2015). 

 

En el estudio de activación de SIRT1 por tratamiento con resveratrol, el incremento 

producido de los niveles de las proteínas del proteasoma en el tejido cerebral conduciría 

a la degradación total de las proteínas aberrantes Aβ y p-tau, de modo que las proteínas 

ubiquitinadas y de Hsp70 se restauran a los niveles basales. La disminución de ac-tau 

por resveratrol indica que se ha inducido la activación de desacetilación por SIRT1. 

Resveratrol también indujo un aumento de niveles de la enzima neprilisina. A destacar el 

incremento del proteasoma y de neprilisina en la cepa de ratones control que induciría 

resiliencia contra la acumulación de proteínas anormales. Es interesante destacar que el 

resveratrol también sería activo en disminuir la vía amiloidogénica y en activar la vía no 

amiloidogénica del procesado de APP. Efectivamente, aunque el incremento de ADAM10 

es solo una tendencia no estadísticamente significativa, se detecta una disminución de 

BACE1 que es generalizada para ambas cepas de ratones, contribuyendo a la 

neuroprotección y a la resiliencia cerebral. Por lo tanto, resveratrol actuaría activando la 

proteólisis y restaurando la proteostasis celular. Estos hallazgos en el ratón 3xTg-AD 

confirman los resultados obtenidos en un estudio con el modelo AD del gusano C.elegans 

transgénico para la expresión de Aβ en músculo. Estos autores demostraron que 

resveratrol inhibía la parálisis que constituye el fenotipo de este modelo a través de su 
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acción sobre la actividad proteasomal y otras vías de proteólisis de Aβ (Regitz et al., 

2016). 

 

En el estudio con melatonina no hemos detectado cambios significativos en los 

mecanismos de proteostasis estudiados que indiquen un aumento de vías de 

degradación de las proteínas Aβ y p-tau generadas en el modelo 3xTg-AD. Tampoco se 

han detectado cambios en las vías de degradación de la APP. El potente poder 

antioxidante de la melatonina (Reiter et al., 2000), junto con las ligeras tendencias 

observadas en el sistema UPS, podría explicar la mejora de la patología cerebral de 

amiloide y tau. 

 

La pérdida de proteostasis aumenta el riesgo de AD, lo que representa un vínculo claro de 

esta enfermedad neurodegenerativa con los procesos de envejecimiento (Vilchez et al., 

2014). Hemos visto en la introducción de esta tesis como la pérdida de proteostasis es uno 

de los marcadores moleculares del envejecimiento. La vía de SIRT1 podría tener un papel 

relevante contra este colapso de los sistemas de proteostasis (Sampaio-Marques and 

Ludovico, 2015). La activación de sistemas de defensa contra la acumulación de proteínas 

aberrantes es una línea de investigación importante para aumentar la resiliencia contra la 

neurodegeneración (Deger et al., 2015; Sulistio and Heese, 2016; Yerbury et al., 2016). 

 

Neuroinflamación 

El aumento de los procesos inflamatorios tiene un papel determinante en el desarrollo y 

progresión de AD (McGeer et al., 2016). Hemos comprobado el poder antiinflamatorio de la 

melatonina (Hu et al., 2016) en los ratones 3xTg-AD. IL-1β, TNF-α e IL-6 son mediadores 

bien establecidos de los procesos inflamatorios, y su disminución determinará un efecto 

beneficioso contra la neuroinflamación. Además el incremento de IL-10 puede suprimir la 

producción de citoquinas proinflamatorias. Esta acción antiinflamatoria de la melatonina 

podría deberse al menos parcialmente a la activación de la vía de SIRT1 y subsecuente 

modulación de NF-ĸβ. A este respecto, se ha descrito que el tratamiento con melatonina 

disminuye la activación de NF-ĸβ en ratones viejos (Mukda et al., 2016). 

La administración de melatonina determina un perfil favorable como posible terapia 

antiinflamatoria para la prevención de las enfermedades asociadas con la edad que cursan 

con neuroinflamación, como es la AD. 
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Neurotrofismo 

El aumento de los niveles de factores neurotróficos es un factor importante para la 

supervivencia de las neuronas y para mejorar la plasticidad sináptica. Ratones deficientes 

para SIRT1 muestran defectos en plasticidad sináptica (Michan et al., 2010). La 

sobreexpresión de SIRT1 en el hipocampo de ratones 3xTg-AD indujo un aumento de la 

expresión génica de los factores neurotróficos BDNF, GDNF y VEGF-A. BDNF es un 

regulador crucial de los mecanismos de plasticidad sináptica que intervienen en el 

aprendizaje y la memoria (Cunha et al., 2010), y sus niveles están disminuidos en los 

cerebros con Alzheimer (Connor et al., 1997), mientras que la sobreexpresión induce 

neuroprotección (Nagahara et al., 2009). GDNF es un factor neurotrófico menos estudiado 

en AD, pero también se ha demostrado como potente agente neuroprotector contra la 

pérdida cognitiva en ratones 3xTg-AD por sobreexpresión en hipocampo (Revilla et al., 

2014b). El incremento de VEGF-A induciría angiogénesis que es un proceso íntimamente 

ligado a los mecanismos de plasticidad cerebral. Además, se ha propuesto que VEGF-A 

protegería las células endoteliales contra Aβ (Religa et al., 2013). Es interesante destacar 

que la neuroprotección de BDNF contra la atrofia neuronal y la pérdida cognitiva en ratones 

transgénicos de AD tiene lugar por mecanismos independientes de cualquier efecto sobre 

los depósitos cerebrales de Aβ (Nagahara et al., 2009). Por tanto, el incremento de 

neurotrofismo sería un efecto complementario con la mejora de proteostasis.  

Por otra parte, la sobreexpresión de SIRT1 en las neuronas cultivadas mejoró el crecimiento 

de neuritas, la complejidad del árbol dendrítico, la densidad de espinas dendríticas, y la 

supervivencia, confirmando los efectos de neurotrofismo previstos a partir de los resultados 

in vivo y también trabajos previos in vitro (Guo et al., 2011; Codocedo et al., 2012; Godoy et 

al., 2014). El incremento de BDNF y de GDNF, del marcador sináptico PSD95 y del 

marcador de neuritas MAP2, detectado en los cultivos neuronales transducidos con lenti-

SIRT1 fue significativo por igual en neuronas de ratones de la cepa control y de 3xTg-AD. 

Por tanto, la mejora del neurotrofismo permitiría un aumento de la capacidad de resiliencia 

contra la neurodegeneración, además de un efecto neuroprotector directo. En concreto para 

los efectos de plasticidad mediados a través de BDNF, se han propuesto dos mecanismos, 

ya sea desacetilación de TORC1 (del inglés, CREB-regulated transcription coactivator 1) con 

la consiguiente activación de CREB (Jeong et al., 2012) o la inhibición de miR-134 (Gao et 

al., 2010). El tratamiento con resveratrol demostró un aumento de p-CREB, indicador de la 

activación de este factor de transcripción. También está descrito que la melatonina activa la 

vía de señalización de CREB  (Liu et al., 2016). Deficiencias en la señalización de CREB se 

han relacionado con procesos neurodegenerativos y AD (Saura and Valero, 2011).  
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Los resultados de neurotrofismo obtenidos sugieren que la activación de SIRT1 tiene un 

papel muy importante en el mantenimiento de la plasticidad sináptica y la protección de las 

sinapsis. La disminución de la plasticidad de las espinas dendríticas y de la capacidad de 

establecer nuevas sinapsis es un primer paso importante en la disminución de las 

capacidades cognitivas en el envejecimiento (van der Zee, 2015). El envejecimiento 

sináptico aumentaría el riesgo de AD, ya que el estado de activación de las sinapsis puede 

afectar directamente a la homeostasis de Aβ y tau (Tampellini, 2015).  

 

Mitocondria 

La disfunción mitocondrial es otro de los marcadores moleculares del envejecimiento que 

permite establecer una conexión entre envejecimiento y riesgo de AD. Los fallos 

mitocondriales inducirían estrés oxidativo y deficiencias energéticas con lo cual están 

íntimamente relacionados con las pérdidas funcionales en el envejecimiento y en AD 

(Cadonic et al., 2016; Huang et al., 2016). Una de las dianas antienvejecimiento de SIRT1 

es la mitocondria. SIRT1 puede regular la biogénesis mitocondrial y la mitofagia, 

contribuyendo al mantenimiento de mitocondrias funcionales (Tang, 2016). La mitocondria 

también es una diana de los efectos protectores de melatonina (Ganie et al., 2016) y 

resveratrol (Valenti et al., 2016). En esta tesis no se ha analizado la funcionalidad 

mitocondrial, aunque por estudios anteriores conocemos las deficiencias de complejos 

mitocondriales en ratones 3xTg-AD (Garcia-Mesa et al., 2012) y los niveles elevados de 

lesiones oxidativas y alteraciones de enzimas antioxidantes (Garcia-Mesa et al., 2011; 

Garcia-Mesa et al., 2015). La demostración de la activación de PGC-1α (Sweeney and 

Song, 2016) y AMPK (Price et al., 2012) en los ratones tratados con resveratrol corrobora la 

activación de mecanismos sensores del estado metabólico y mitocondrial que inducirán las 

vías efectoras de protección de las mitocondrias. Por otra parte la melatonina restauró las 

deficiencias mitocondriales en los ratones 3xTg-AD (Garcia-Mesa et al., 2012). 

 

Mecanismos mediados por SIRT1 

Una representación esquemática de los mecanismos propuestos activados por la 

sobreexpresión de SIRT1 en este estudio se muestra en la figura 23. Por lo tanto, el doble 

efecto de mejora y protección neuronal contra la AD como patología convierte la vía de 

SIRT1 en un objetivo prometedor para el desarrollo de tratamientos preventivos o 

terapéuticos contra la fragilidad y la demencia. 
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Fig. 23 Propuesta de las vías implicadas en los efectos neuroprotectores y de mejora cognitiva por 

sobreexpresión de SIRT1. Representación esquemática de los mecanismos regulados por SIRT1, ya sean 

conocidos (flechas negras) o descubiertos aquí (flechas negras punteadas). Ver texto para la discusión de los 

mecanismos. La sobreexpresión de SIRT1 en neuronas de ratón condujo a una reducción en la patología similar 

a la AD y a una función neuronal reforzada. 

 

Esta tesis se ha centrado en el estudio de los mecanismos neuroprotectores de la vía de 

SIRT1. Resveratrol y melatonina son activadores de SIRT1, pero son moléculas de actividad 

pleiotrópica y no se puede descartar la contribución de efectos independientes de SIRT1 en 

su actividad neuroprotectora en los ratones 3xTg-AD. En un sistema experimental de 

fragilidad neuronal in vitro, la protección por ambos agentes se inhibía solo parcialmente con 

un inhibidor de SIRT1 (Cristofol et al., 2012). Entre los posibles efectos del resveratrol y la 

melatonina, se puede considerar la contribución de un efecto directo antioxidante de estos 

compuestos, dado que la patología en este modelo animal cursa con marcado estrés 

oxidativo cerebral (Garcia-Mesa et al., 2015).  

Mediante las dos estrategias utilizadas, la sobreexpresión de SIRT1 y su modulación 

farmacológica por resveratrol y melatonina, se ha demostrado una protección contra la 

pérdida de memoria en los ratones modelo de Alzheimer 3xTg-AD, además de una mejora 



DISCUSIÓN 

87 
 

cognitiva en los ratones normales. Los cultivos de neuronas de ratones 3xTg-AD muestran 

rasgos de patología AD, y mediante la sobreexpresión de SIRT1 hemos descubierto nuevas 

vías de neuroprotección de SIRT1.  

 

Clínica 

Previamente los tratamientos con resveratrol y melatonina han estado muy poco estudiados 

en modelos animales de AD, como hemos descrito, pero ya se han realizado ensayos 

clínicos de como suplementos dietéticos en pacientes de AD y en pacientes con pérdida 

cognitiva leve. En Alzaforum (www.alzform.org/therapeutics) existen actualmente registrados 

dos estudios con melatonina y uno con resveratrol. En los estudios clínicos finalizados hasta 

la fecha no se detectaron beneficios cognitivos con resveratrol en 6 estudios (Mazzanti and 

Di Giacomo, 2016) o con melatonina en 7 estudios publicados (Wang et al., 2016). Sin 

embargo, la falta de resultados positivos en los ensayos clínicos de AD se atribuye en 

general a la dificultad de superar la patología AD en grado avanzado. La tendencia actual es 

a intentar realizar los ensayos en fases muy incipientes de pérdida cognitiva y si es posible 

en la fase preclínica. El uso de ratones modelo de AD nos permite analizar fases de la 

enfermedad tempranas e incluso asintomáticas, con lo cual los tratamientos altamente 

beneficiosos en estos modelos animales son prometedores como preventivos para disminuir 

el riesgo de AD o como modificadores del curso de la enfermedad si se inician con 

antelación suficiente. La síntesis de nuevas moléculas activadoras de SIRT1 es un área de 

investigación muy activa. Se están desarrollando activadores de SIRT1 con la idea de luchar 

contra el envejecimiento y aumentar la longevidad (Wang et al., 2010; Mitchell et al., 2014), 

que podrían ensayarse contra la demencia. 

 

Epílogo 

SIRT1 induce efectos neuroprotectores muy potentes, de modo que es una diana 

farmacológica para poder obtener un envejecimiento saludable y prevenir los procesos 

neurodegenerativos. Los resultados de esta tesis sugieren que los efectos anti-demencia y 

pro-cognitivos obtenidos en las pruebas de comportamiento, además del incremento de la 

funcionalidad de la sinapsis neuronal por acción neurotrófica, están relacionados con los 

mecanismos que favorecen la activación de SIRT1. Finalmente, proponemos que los niveles 

de los factores neurotróficos y de la actividad de los enzimas clave de los mecanismos 

proteostáticos pueden ser biomarcadores útiles de la adquisición de la capacidad de 

recuperación neuronal frente al estrés y las lesiones, y ayudará a luchar contra la fragilidad 

del cerebro en el envejecimiento. 
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1. La sobreexpresión de SIRT1 en el hipocampo de ratones 3xTg-AD protege contra la 

pérdida cognitiva y las alteraciones de comportamiento asociadas a demencia. Además, 

la sobreexpresión de SIRT1 induce mejora cognitiva en los ratones de la cepa control. 

2. La sobreexpresión de SIRT1 protege contra la patología amiloide y tau en tejido de 

hipocampo y en cultivos neuronales de ratones 3xTg-AD. 

3. SIRT1 incrementa los niveles de proteínas implicadas la proteólisis de proteínas 

aberrantes y potencia la vía no amiloidogénica de procesamiento de la APP, tanto en el 

hipocampo como en cultivos neuronales 3xTg-AD. SIRT1 también induce un incremento 

de vías proteolíticas en cultivos neuronales control. 

4. SIRT1 incrementa los niveles de factores neurotróficos en hipocampo y en cultivos 

neuronales 3xTg-AD. También se produce un incremento en cultivos de neuronas de 

ratones control. 

5. SIRT1 induce un incremento de marcadores de plasticidad neuronal en cultivos de 

neuronas de ratones 3xTg-AD y control. 

6. La administración con la dieta de resveratrol y melatonina protege a los ratones 3xTg-

AD contra la pérdida cognitiva y las alteraciones de comportamiento asociadas a 

demencia. Resveratrol y melatonina también inducen mejora cognitiva en los ratones de 

la cepa control. 

7. Resveratrol y melatonina protegen contra la patología amiloide y tau en tejido de 

hipocampo de ratones 3xTg-AD. 

8. Resveratrol aumenta los niveles de proteínas implicadas en mecanismos de proteólisis 

de proteínas aberrantes y la vía no amiloidogénica de procesamiento de la APP en 

hipocampo y en cultivos neuronales 3xTg-AD. También induce un incremento de vías 

proteolíticas en cultivos neuronales control. Melatonina no induce cambios significativos. 

9. Resveratrol activa vías activadoras y efectoras de SIRT1 relacionadas con la biogénesis 

mitocondrial y la plasticidad neuronal. 

10. Melatonina reduce el estado de neuroinflamación en ratones 3xTg-AD y control. 
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