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Gut-associated lymphoid tissue 

GLM  Ganglis limfàtics mesentèrics 

GPx  Glutatió peroxidasa 

HPRT1  Fosforibosiltransferasa hipoxantina 1 
Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 

ICAM-1  Molècula d’adhesió intercel·lular 1 
  Intercellular adhesion molecule 1 
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ID  Índex de discriminació 

IEL  Limfòcit intraepitelial 
  Intraepithelial lymphocyte 

IFN-γ  Interferó γ 

Ig  Immunoglobulina 

IL  Interleucina 

MALT  Teixit limfoide associat a la mucosa 
  Mucosa-associated lymphoid tissue 

MDA  Malondialdehid 

MHC-II  Complex major d’histocompatibilitat de classe II 
  Major histocompatibility complex class II 

MWM  Laberint d’aigua de Morris 
  Morris water maze 

NE  Nord-est 

NK  Cèl·lules assassines naturals 
  Natural killer 

NO  Nord-oest 

NORT  Test de reconeixement d’objectes 
  Novel object recognition test 

P8  SAMP8 

PBS  Solució amortidora de fosfats 
  Phosphate buffer solution 

PE  Ficoeritrina 
  Phicoerythrin 

PerCP  Proteïna de clorofil·la peridina 
  Chlorofil peridine protein 

PMSF  Fluorur de fenilmetilsulfonil 
  Phenylmethylsulfonyl fluoride 

PP  Placa de Peyer 

PVDF  Fluorur de polivinil 
  Polyvinylidene fluoride 

R1  SAMR1 
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ROS  Espècies reactives d’oxigen 
  Reactive oxygen species 

RT-PCR  Reacció en cadena de la polimerasa en temps real 
  Real time polymerase chain reaction 

SAM  Ratolí amb senescència accelerada 
Senescence accelerated mouse 

SAMP8  Ratolí propens a la senescència accelerada 8 
Senescence accelerated mouse prone 8 

SAMR1  Ratolí resistent a la senescència accelerada 1 
Senescence accelerated mouse resistant 1 

SDP  Plasma assecat per polvorització 
  Spray-dried plasma 

SDS  Sodi dodecil sulfat 

SE  Sud-est 

SEB  Enterotoxina B d’Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus Enterotoxin B 

SIRT  Sirtuïna 

SNC  Sistema nerviós central 

SO  Sud-oest 

SOD  Superòxid dismutasa 

SSC  Dispersió lateral 
Side scatter 

TBA  Àcid tiobarbitúric 
  Thiobarbituric acid 

TEMED  N,N,N,N’-tetrametil-etilendiamina 

TGF-β  Factor de creixement transformador β  
Transforming growth factor β 

Th  T col·laboradors 
  T helper 

TMP  1,1,3,3-Tetrametoxipropà 

TN  Temps d’exploració de l’objecte nou 

TNF-α  Factor de necrosi tumoral α  
Tumor necrosis factor α 

TV  Temps d’exploració de l’objecte vell 
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Treg  T reguladors 

Ts/c  T supressors/citotòxics 

VCAM-1 Molècula d’adhesió de cèl·lules vasculars 1 
  Vascular cell adhesion molecule 1 

ZO-1  Zona occludens 1 
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En els últims anys s’ha produït un increment de l’esperança de vida que ha despertat un 

gran interès en promoure un envelliment saludable. Habitualment, la senescència va 

acompanyada de diferents trastorns i malalties en la base de les quals hi ha una 

desregulació del sistema immunitari. Aquesta desregulació implica un increment de 

l’activació basal del sistema immunitari que comporta un augment de l’estat inflamatori 

de baixa intensitat, conegut com a inflammaging. Alguns suplements dietètics redueixen 

l’activació del sistema immunitari, prevenint el deteriorament cognitiu associat a 

l’envelliment a través d’una connexió entre l’intestí i el cervell. En animals acabats de 

deslletar, la suplementació dietètica amb proteïnes plasmàtiques (SDP) millora la funció 

de barrera de la mucosa intestinal i modula el grau d’activació del teixit limfoide associat 

a l’intestí durant un procés inflamatori. En aquest estudi hem demostrat que, als 6 mesos 

d’edat, els ratolins amb envelliment accelerat (SAMP8) presenten una activació 

inespecífica del sistema immunitari intestinal així com una menor capacitat de resposta 

front a l’enterotoxina B d’S. aureus. La suplementació dietètica amb SDP durant 4 mesos 

disminueix l’activació inespecífica del sistema immunitari intestinal dels ratolins 

senescents, ja que hi ha una menor expressió de citocines proinflamatòries; a més, la 

resposta immunitària intestinal d’aquests animals front a l’enterotoxina B d’S. aureus és 

similar a la dels ratolins joves. Els ratolins SAMP8 de 6 mesos presenten un deteriorament 

de la memòria a curt i a llarg termini que s’associa a un increment en l’expressió de 

citocines proinflàmatòries, a la presència d’agents oxidants a l’encèfal i a una major 

permeabilitat de la barrera hematoencefàlica. Els ratolins senescents presenten una 

major fosforilació de la proteïna Tau que els ratolins joves, fet que està relacionat amb 

trastorns cognitius com els que s’observen en la malaltia d’Alzheimer. La suplementació 

dietètica amb proteïnes plasmàtiques atenua la majoria d’aquests efectes de 

l’envelliment sobre la funcionalitat cerebral, gràcies a la connexió que existeix entre el 

sistema immunitari intestinal i altres mucoses i òrgans sistèmics. 
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En los últimos años ha incrementado la esperanza de vida, lo que ha generado un gran 

interés en promover un envejecimiento saludable. Habitualmente, la senescencia va 

acompañada de distintos trastornos y enfermedades, en la base de los cuales hay una 

desregulación del sistema inmunitario. Esta desregulación implica un incremento de la 

activación basal del sistema inmunitario que conlleva un aumento del estado 

inflamatorio de baja intensidad conocido como inflammaging. Algunos suplementos 

dietéticos reducen la activación del sistema inmunitario, previniendo incluso el deterioro 

cognitivo asociado al envejecimiento a través de una conexión entre el intestino y el 

cerebro. En animales recién destetados, la suplementación dietética con proteínas 

plasmáticas (SDP) mejora la función de barrera de la mucosa intestinal y modula el grado 

de activación del tejido linfoide asociado al intestino durante un proceso inflamatorio. En 

este estudio hemos demostrado que, a los 6 meses de edad, los ratones con 

envejecimiento acelerado (SAMP8) presentan una activación inespecífica del sistema 

inmunitario intestinal así como una menor capacidad de respuesta frente a la 

enterotoxina B del S. aureus (SEB). La suplementación dietética con SDP durante 4 meses 

disminuye la activación inespecífica del sistema inmunitario intestinal en los ratones 

senescentes, reduciendo la expresión de citocinas proinflamatorias; y además, la 

respuesta inmunitaria intestinal de estos animales frente al SEB es similar a la de los 

ratones jóvenes. Los ratones SAMP8 de 6 meses presentan un deterioro en la memoria a 

corto y a largo plazo que se asocia a un incremento en la expresión de citocinas 

proinflamatorias, a la presencia de agentes oxidantes en el cerebro y a una mayor 

permeabilidad de la barrera hematoencefálica. Los ratones senescentes presentan una 

mayor fosforilación de la proteína Tau que los ratones jóvenes, lo que se relaciona con 

trastornos cognitivos como los observados en la enfermedad de Alzheimer. La 

suplementación dietética con proteínas plasmáticas atenúa la mayoría de estos efectos 

del envejecimiento sobre la funcionalidad cerebral, gracias a la conexión entre el sistema 

inmunitario intestinal y otras mucosas y órganos sistémicos.  
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The increase in life expectancy that has occurred in recent years has generated a great 

interest in promoting a healthy aging. Usually, senescence is accompanied by different 

disorders and diseases, at the base of which there is a deregulation of the immune 

system. This deregulation implies an increase in the basal activation of the immune 

system which involves an increment of the low intensity inflammatory state known as 

inflammaging. Some dietary supplements may reduce the activation of the immune 

system, preventing the cognitive deterioration associated with aging through the 

connection between the intestine and the brain. In weaned animals, plasma protein 

dietary supplementation (SDP) improves the barrier function of the intestinal mucosa and 

modulates the degree of activation of the intestinal lymphoid tissue during an intestinal 

inflammation. In this study we have demonstrated that, at 6-month-old, mice with 

accelerated aging (SAMP8) present a non-specific activation of the intestinal immune 

system as well as a lower response capacity to S. aureus enterotoxin. Dietary 

supplementation with SDP for 4 months decreases nonspecific activation of the intestinal 

immune system of senescent mice, as there is a lower expression of proinflammatory 

cytokines. In addition, the intestinal immune response of these animals to S. aureus 

enterotoxin is similar to that of young mice. The 6-month-old SAMP8 mice present short-

term and long-term memory impairment associated with increased proinflammatory 

cytokines, the presence of oxidizing agents in the brain and increased permeability of the 

blood-brain barrier. Senescent mice show higher phosphorylation of Tau protein than 

young mice, which is related to cognitive disorders such as those observed in Alzheimer's 

disease. Dietary supplementation with plasma proteins attenuates most of these effects 

of aging on brain functionality, through the connection between the intestinal immune 

system and other mucosal and systemic organs. 

 

 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  I.  INTRODUCCIÓ 

 

 

 



 

 

 

 



INTRODUCCIÓ 

 

3 

1. ENVELLIMENT 

En les últimes dècades, l’interès per l’estudi de l’envelliment s’ha incrementat, no només 

perquè les persones d’edat avançada constitueixen un col·lectiu cada vegada més 

nombrós de la població, sinó també degut a la necessitat de conèixer els mecanismes que 

promouen o retarden l’envelliment, amb l’objectiu de mantenir una bona qualitat de 

vida. 

Actualment, no es disposa d’una definició per l’envelliment que sigui universalment 

acceptada, sinó que la seva explicació es troba oberta a diferents interpretacions 

evolutives, comparatives i ontogèniques (Carey i Zou, 2007). Tot i així, en termes generals 

es pot considerar l’envelliment com el declivi funcional dependent del temps que afecta 

a la majoria dels organismes vius (López-Otín et al., 2013). És un procés universal, ja que 

té lloc en els individus de totes les espècies; progressiu, és a dir, que s’esdevé de forma 

gradual en el temps; intrínsec, degut a que té un origen endogen; i deleteri, ja que 

comporta una disminució en la capacitat funcional de l’individu (Viña et al., 2007). 

Degut a la variabilitat de les manifestacions clíniques de la senescència es pot observar 

des d’un envelliment saludable, en el qual no s’observen discapacitats o disfuncionalitats 

fisiològiques, cognitives o socials; fins a un envelliment que va acompanyat de diferents 

alteracions i malalties (Rai i Troen, 2011). 

1.1. TEORIES DE L’ENVELLIMENT 

Tot i que encara no s’ha establert una causa específica de l’envelliment, hi ha diverses 

teories. De fet, es van descriure més de 300 teories sobre l’envelliment segons la revisió 

de Medvedev (1990) i aquest valor ha anat augmentant des d’aleshores (Miquel, 2009). 

Un dels principals reptes pels gerontòlegs consisteix en discernir entre les causes de 

l’envelliment i els seus efectes en sistemes tan complexos com els organismes vius. Les 

teories que han sorgit al respecte es poden agrupar en dos grans grups: teories 

deterministes i teories estocàstiques. 
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1.1.1. Teories de l’envelliment genèticament programat o deterministes 

Aquestes teories consideren que l’envelliment és el resultat d’un programa genètic 

predeterminat que controla el creixement, desenvolupament i senescència dels 

organismes (Kanungo, 1975).  

Les dues teories deterministes principals serien la del límit mitòtic i la teoria de 

l’escurçament dels telòmers. La primera va ser proposada per Hayflick i Moorhead (1980) 

i defensa que l’envelliment és un fenomen cel·lular i orgànic, i que la pèrdua de les 

capacitats funcionals dels individus reflecteix la suma de la davallada de capacitat 

funcional de les cèl·lules individuals. La segona, proposada per Harley et al. (1990), es 

fonamenta en que la cèl·lula, en cada divisió, perd una determinada quantitat de DNA 

telomèric, de manera que el final de la divisió cel·lular es produeix quan s’arriba a 

l’escurçament total dels telòmers. 

1.1.2. Teories estocàstiques o epigenètiques 

Les teories estocàstiques es diferencien en dos grups: les teories dels sistemes fisiològics 

i les teories metabòliques. Les teories de l’envelliment dels sistemes fisiològics es basen 

en la disminució del rendiment funcional que es produeix durant la senescència i es 

relacionen amb el sistema nerviós, endocrí i immunitari. En canvi, les teories 

metabòliques se centren en les alteracions que experimenta el metabolisme al llarg del 

temps. 

La principal teoria dels sistemes fisiològics és la relativa al sistema immunològic, que 

postula que l’envelliment és degut a una disminució de les defenses de l’organisme 

davant d’infeccions i agents estranys (Walford, 1969; Makinodan i Kay, 1980; Walford et 

al., 1981). S’ha observat que durant la senescència hi ha una menor resposta funcional 

de les cèl·lules T i que, a més, es produeix un desequilibri en favor dels limfòcits T 

memòria. D’aquesta manera, la proporció de limfòcits T verges es redueix, així com la 

resistència front a malalties infeccioses (Miller, 1996). Aquest fet comporta que, durant 

l’envelliment, el sistema immunitari perdi la capacitat per produir respostes immunitàries 

específiques i incrementin les respostes inespecífiques. Així, en la senescència, s’esdevé 

una inflamació crònica de baixa intensitat o inflammaging que contribueix al 

desenvolupament i progressió de diverses malalties associades a l’envelliment 

(Franceschi et al., 2007). A més, com a conseqüència de la desregulació del sistema 

immunitari també incrementen les malalties autoimmunitàries, en les que es produeix 
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un augment dels nivells d’autoanticossos (Walford, 1974). En referència a les alteracions 

del sistema neuroendocrí, es postula que la disminució funcional de les neurones i les 

hormones associades alteren la fertilitat i l’homeòstasi dels òrgans reproductius. A més, 

aquesta disfunció neuroendocrina també comporta una disminució de la força muscular, 

menor capacitat de recuperació de les situacions d’estrès i una alteració funcional de 

l’activitat cardiovascular i respiratòria (Carey i Zou, 2007).  

La principal teoria metabòlica proposa que totes les cèl·lules postmitòtiques acumulen, 

amb el pas del temps, productes de rebuig que no poden ser eliminats i provoquen una 

pèrdua d’eficiència de l’organisme (Carey i Zou, 2007). 

En els darrers anys, ha guanyat importància la teoria de l’estrès oxidatiu o dels radicals 

lliures, que va ser postulada per Harman (1956). Segons aquesta, durant l’envelliment, es 

produeix un increment de compostos inflamatoris, de manera que hi ha una estreta 

relació entre oxidació i inflamació (Sarkar i Fisher, 2006; Salminen et al., 2008a; Cannizo 

et al., 2011). Els agents oxidants endògens produïts per les cèl·lules donen lloc a danys 

moleculars que s’acumulen i causen la majoria de canvis observats en l’envelliment. El 

metabolisme aeròbic genera espècies reactives d’oxigen (ROS; Reactive oxygen species) 

que reaccionen amb macromolècules i promouen dany intracel·lular que dóna lloc a la 

davallada fisiològica pròpia de l’envelliment (Sohal i Weindruch, 1996). S’ha descrit que 

l’increment de compostos proinflamatoris durant l’envelliment genera un estrès 

inflamatori que comporta la pèrdua de la funcionalitat que té lloc en la senescència, i que 

es coneix amb el terme “oxiinflammaging” (De la Fuente i Miquel, 2009).  

1.2. MARCADORS MOLECULARS D’ENVELLIMENT 

La pèrdua progressiva de la integritat fisiològica pròpia de l’envelliment es pot dividir en 

nou característiques moleculars i cel·lulars comuns en diferents organismes (López-Otín 

et al., 2013; Figura 1.1). Aquestes característiques compleixen els següents requisits: es 

produeixen en un procés d’envelliment normal i el seu empitjorament o millora 

experimental accelera o retarda l’envelliment, respectivament.  
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Figura 1.1. Esquema de les característiques moleculars i cel·lulars de l’envelliment. Inestabilitat genòmica, 
escurçament dels telòmers, alteracions epigenètiques, pèrdua de la homeòstasi proteica, desregulació de la 
detecció de nutrients, disfunció mitocondrial, senescència cel·lular, esgotament de les cèl·lules mare i 
comunicació intercel·lular alterada. (Adaptat de López-Otín et al., 2013) 
 

INESTABILITAT GENÒMICA 

L’acció continua d’agents endògens i exògens comprometen la integritat i estabilitat del 

DNA i dóna lloc a mutacions puntuals, translocacions cromosòmiques, delecions, 

duplicacions o integració de DNA de virus o transposons (Moskalev et al., 2012). Els 

organismes han desenvolupat mecanismes de reparació del DNA capaços de fer front a 

la major part dels danys, tot i que amb l’edat disminueixen la seva eficiència (Lord i 

Ashworth, 2012).  

ESCURÇAMENT DE TELÒMERS 

Els telòmers són seqüències especialitzades de DNA que protegeixen els extrems dels 

cromosomes. La majoria de cèl·lules somàtiques dels mamífers no expressen la 

telomerasa i, per tant, pateixen una pèrdua progressiva dels telòmers a cada replicació 

del DNA. De manera que cada vegada que la cèl·lula es divideix perd nucleòtids dels 

extrems dels cromosomes fins que aquests són defectuosos i la cèl·lula no pot dividir-se 

més. Aquest fenomen es coneix amb el nom de senescència cel·lular replicativa (Campisi, 

1997) i s’ha observat durant l’envelliment tant en humans com en ratolins (Blasco, 2007). 
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ALTERACIONS EPIGENÈTIQUES 

Al llarg de la vida s’observen alteracions epigenètiques en cèl·lules i teixits (Talens et al., 

2012), que inclouen alteracions en la metilació del DNA, modificacions post-

translacionals d’histones i remodelació de la cromatina. La rellevància causal d'aquestes 

alteracions de la cromatina en l'envelliment és recolzada pel fet de que les mosques amb 

mutacions de pèrdua de funció en la proteïna heterocromatina 1a tenen una vida mitjana 

més curta, mentre que la sobreexpressió d'aquesta proteïna augmenta la longevitat de 

les mosques i retarda el deteriorament muscular característic de l’envelliment (Larson et 

al., 2012). 

PÈRDUA DE L’HOMEÒSTASI PROTEICA 

L’homeòstasi proteica implica mecanismes d’estabilització del correcte plegament de 

proteïnes, de regulació de la família de proteïnes del xoc tèrmic i de degradació de 

proteïnes mal plegades o danyades mitjançant el sistema ubiqüitina-proteosoma i el 

sistema lisosomal d’autofagia (Mizushima et al., 2008; Hartl et al., 2011; Koga et al., 

2011). Durant l’envelliment es produeix un funcionament inadequat d’aquests 

mecanismes, que pot generar agregats proteics tòxics (Bishop et al., 2010) i contribueixen 

al desenvolupament d’algunes patologies relacionades amb l’edat, com la malaltia 

d’Alzheimer i la malaltia de Parkinson, entre d’altres (Powers et al., 2009). 

DESREGULACIÓ DE LA DETECCIÓ DE NUTRIENTS 

Durant l’envelliment, es veuen afectats els sistemes detectors de nutrients com la via de 

senyalització de la insulina, que participa en la detecció de glucosa i està implicada en la 

regulació del metabolisme anabòlic (Laplante i Sabatini, 2012). També es produeixen 

alteracions en la regulació del catabolisme de nutrients, com en la via del AMPK i de la 

sirtuïna 1 (SIRT1), que detecten estats de baixa energia mitjançant la detecció d'alts 

nivells de NAD i actuen en la direcció oposada de la via de senyalització de la insulina 

(Houtkooper et al., 2010). Aquestes vies estan interconnectades i relacionades amb 

l'envelliment, de manera que els seus canvis s'han relacionat amb l'envelliment 

prematur, tant en models animals com en humans (Barzilai et al., 2012). En conjunt, les 

investigacions disponibles fins al moment recolzen la idea de que la senyalització 

anabòlica accelera l'envelliment, mentre que la seva disminució incrementa la longevitat 

(Fontana et al., 2010). 

 



INTRODUCCIÓ 

 

8 

DISFUNCIÓ MITOCONDRIAL 

L’envelliment cel·lular disminueix l’eficàcia de la cadena respiratòria mitocondrial, que 

augmenta la pèrdua d’electrons i redueix la generació d’ATP (Green et al., 2011). A 

mesura que s’envelleix, l'estrès cel·lular i l’augment de dany cel·lular fan que incrementi 

l’abundància de ROS, en un intent de mantenir la supervivència. Finalment, aquest 

increment de les ROS comporta un empitjorament del dany cel·lular associat a l'edat 

(Hekimi et al., 2011).  

SENESCÈNCIA CEL·LULAR 

La senescència cel·lular s’ha definit com una aturada del cicle cel·lular simultània a un 

conjunt de canvis fenotípics característics (Kuilman et al., 2010). La detecció de dany al 

DNA o la presència de β-galactosidasa s’associa inicialment a la senescència (Dimri et al., 

1995). L’eficiència del reemplaçament cel·lular, que implica l’eliminació de la cèl·lula 

senescent i la mobilització de cèl·lules progenitores, es redueixen amb l’edat, donant lloc 

a una acumulació de cèl·lules senescents que contribueixen activament al procés 

d’envelliment a través de la secreció massiva de citocines proinflàmatòries (Kuilman et 

al., 2010; Rodier i Campisi, 2011).  

ESGOTAMENT DE CÈL·LULES MARE 

El dany al DNA que s’acumula durant l’envelliment fa que se sobreexpressin proteïnes 

inhibitòries del cicle cel·lular, com la p16INKa4 (Janzen et al., 2006) que afecten 

especialment a les cèl·lules mare adultes (Flores i Blasco, 2010). Això implica que hi hagi 

una degeneració dels compartiments d’aquestes cèl·lules mare i, per tant, hi ha una 

disminució de la regeneració dels teixits (Gruber et al., 2007; Conboy i Rando, 2012).  

ALTERACIÓ DE LA COMUNICACIÓ INTERCEL·LULAR 

L’envelliment també altera la comunicació intercel·lular, ja sigui endocrina, 

neuroendocrina o neuronal (Laplante i Sabatini, 2012; Zhang et al., 2013). La senyalització 

neurohormonal tendeix a desregular-se en l’envelliment, quan les reaccions 

inflamatòries incrementen, l’eficiència del sistema immunitari decau i la composició dels 

medis intra i extracel·lulars canvien (López-Otín et al., 2013).  

 



INTRODUCCIÓ 

 

9 

1.3. ENVELLIMENT I PATOLOGIES 

L’inflammaging associat a l’envelliment es relaciona amb l’aparició de determinades 

patologies. Les més freqüents són el càncer, les malalties cardiovasculars, l’Alzheimer, la 

sarcopènia, la diabetis tipus II i l’osteoporosi, així com una major incidència de malalties 

infeccioses. 

CÀNCER 

L’edat promig del diagnòstic de càncer en els països industrialitzats es produeix al voltant 

dels 70 anys (Gloeckler et al., 2003). De fet, els factors més importants en el 

desenvolupament del càncer en les últimes etapes de la vida són l’exposició prolongada 

a carcinògens, l’increment de la susceptibilitat als carcinògens ambientals i la 

immunosenescència (Finkel et al., 2007; Derhovanessian et al., 2008). A més, la 

inflamació crònica també s’ha associat a l’aparició del càncer (Coussens i Werb, 2002). 

S’ha observat que diferents tipus cel·lulars de la immunitat innata envolten determinats 

tipus de tumors (Mantovani et al., 2008).  

Les cèl·lules canceroses reprogramen els macròfags, fent que sobreexpressin citocines 

proinflamatòries i factors de creixement, que actuen com a promotors dels tumors. Els 

macròfags produeixen el factor de necrosi tumoral α (TNF-α; Tumor necrosis factor α), 

que activa el factor NF-κB a les cèl·lules cancerígenes, que atura l’apoptosi i activa la 

proliferació cel·lular (Palma et al., 2015). Les ROS també estan involucrades en la 

carcinogènesi perquè malmeten el DNA i de modifiquen i regulen la transcripció de 

proteïnes relacionades amb el càncer (Hussain et al., 2003). 

MALALTIES CARDIOVASCULARS I ATEROSCLEROSI 

Durant l’envelliment incrementa la disfunció endotelial, que implica una major expressió 

de molècules d’adhesió de cèl·lules vasculars (VCAM-1; Vascular cell adhesion molecule 

1) i d’adhesió intercel·lular (ICAM-1; Intercellular adhesion molecule 1) (Rescigno et al., 

2017). Això comporta un increment en l’adhesió i migració de monòcits i cèl·lules T, que 

acaba produint una inflamació crònica als vasos grans i mitjans (Epstein i Ross, 1999). 

Gairebé el 50 % de les morts en els països desenvolupats i al voltant del 25 % en els països 

en vies de desenvolupament estan relacionades amb malalties cardiovasculars.  
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DETERIORAMENT COGNITIU I ALZHEIMER 

La malaltia d’Alzheimer és la malaltia neurodegenerativa més comú en els països 

occidentals. Aquesta malaltia cursa amb un deteriorament progressiu de la memòria i de 

les capacitats intel·lectuals, dificultat en l’execució de tasques i de la parla i desorientació 

(Rescigno et al., 2017). La inflamació podria ser el promotor del desenvolupament de les 

plaques amiloides i de la neurodegeneració típiques de la malaltia d’Alzheimer (Koyama 

et al., 2013). 

SARCOPÈNIA 

La sarcopènia és l’atrofia muscular associada a l’envelliment que comporta una limitació 

funcional, discapacitat i mortalitat (Cawthon et al., 2014; McLean et al., 2014). Aquesta 

atrofia muscular s’origina pel desequilibri entre la síntesi proteica i la seva degradació en 

el teixit muscular (Fielding et al., 2011). S’ha demostrat que l’inflammaging és un dels 

factors principals que contribueixen a la sarcopènia (Toth et al., 2005). Diversos estudis 

han demostrat que la interleucina 6 (IL-6) i la proteïna C reactiva estan relacionades amb 

la pèrdua de massa i força muscular (Schaap et al., 2006 i 2009). A més, alguns estudis 

han observat que un increment de TNF-α incrementa el catabolisme muscular (Frost i 

Lang, 2007). 

MALALTIES INFECCIOSES 

Durant l’envelliment hi ha un increment en la incidència d’infeccions i malalties 

inflamatòries que, a més, requereixen més temps per superar-les i causen una major 

mortalitat. Aquests canvis s’atribueixen a la desregulació del sistema immunitari, que 

incrementa la seva activació basal inespecífica i disminueix la capacitat de resposta. 

L’estat nutricional i la ingesta de components bioactius de la dieta influeixen en aquests 

factors (Shlisky et al., 2017). 

DIABETIS TIPUS II 

La sobreexpressió de citocines proinflamatòries i proteïnes de la fase aguda estan 

involucrades en la patogènesi i origen de la diabetis de tipus II (Stuart i Baune, 2012; 

Pickup, 2004). Nombrosos estudis han demostrat que la IL-6, el TNF-α i la proteïna C 

reactiva estan correlacionats amb la resistència a la insulina, els triglicèrids circulants i 

l’aterosclerosi (Hogue et al., 2008). 
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OSTEOPOROSI 

Un elevat nombre de citocines (IL-1, TNF-α, IL-6, IL-11, IL-15 i IL-17) estimulen l’activitat 

osteoclàstica, fet que relaciona l’inflammaging amb la destrucció de massa òssia (Wallin 

et al., 2001; Hirose et al., 2003).  

2. SISTEMA IMMUNITARI 

El sistema immunitari està constituït per cèl·lules i molècules responsables de la 

immunitat, és a dir, de la defensa front a microorganismes infecciosos i/o substàncies 

estranyes, anomenats també antígens. Inclou una gran varietat de cèl·lules (leucòcits) i 

molècules capaces de reconèixer i eliminar un gran nombre d’antígens. El conjunt de 

mecanismes que es posen en marxa per dur a terme aquesta funció es coneix com 

resposta immunitària, la qual es pot dividir en tres fases: el reconeixement de l’antigen, 

l’activació i regulació del sistema immunitari i la fase efectora per la destrucció de 

l’antigen, que implica la generació d’un procés d’inflamació i oxidació que permetrà 

aquesta eliminació antigènica. Tant important és generar una bona resposta immunitària 

capaç d’eliminar els agents infecciosos i cèl·lules malignes, com poder finalitzar aquesta 

resposta una vegada ha complert la seva missió. De no aconseguir-se, es genera un estat 

inflamatori que pot donar lloc a patologia. 

Els mecanismes de defensa de l’organisme es poden classificar en dos grups: mecanismes 

de defensa innata i reaccions d’immunitat adaptativa o específica. 

- Immunitat innata: constitueix la primera línia de defensa contra 

microorganismes i està constituïda per mecanismes de defensa cel·lulars i 

bioquímics existents amb anterioritat al desenvolupament de la infecció, capaços 

d’establir respostes ràpides (Abbas et al., 2008). Si l’antigen aconsegueix 

travessar les barreres no immunològiques es posa en funcionament el sistema 

immunitari innat, en que participen diferents elements. Per una banda hi ha 

cèl·lules fagocítiques i cèl·lules assassines naturals (NK; Natural killer). Per altra 

banda, intervenen citocines i quimiocines que desenvolupen un paper important 

en la resposta inflamatòria. La immunitat innata no sempre pot eliminar 

l’organisme infecciós però té un paper crucial en la iniciació i posterior 

desenvolupament de les respostes immunitàries específiques o adaptatives. 
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- Immunitat adaptativa: es caracteritza per una especificitat extraordinària a 

diferents molècules i per la capacitat de “recordar” i respondre amb major 

intensitat després d’exposicions repetides a un mateix antigen. El sistema 

immunitari adaptatiu ha evolucionat per proporcionar una defensa versàtil que, 

a més, té tendència a evitar que l’agent infecciós provoqui malaltia en una segona 

infecció. Els components de la immunitat específica són els limfòcits i els seus 

productes, entre ells els anticossos. En aquesta immunitat es produeixen dos 

tipus de resposta: la humoral, on hi intervenen els limfòcits B i els anticossos que 

secreten; i la cel·lular, on hi intervenen els limfòcits T. Des del punt de vista 

funcional, existeixen diferents tipus de limfòcits T: 

- Limfòcits T supressors/citotòxics (Ts/c): expressen una proteïna de superfície 

o clúster de diferenciació anomenat CD8. Reconeixen les cèl·lules infectades 

per un patogen al qual són específics (principalment virus) o cèl·lules 

tumorals i secreten una sèrie de molècules (perforines i granzimes) que 

destrueixen les cèl·lules infectades i activen l’apoptosi de la cèl·lula diana. 

- Limfòcits T col·laboradors (Th; T helper): expressen una proteïna de superfície 

o clúster de diferenciació anomenat CD4. S’encarreguen d’iniciar la resposta 

immunitària coordinada mitjançant el complex antigen-complex major 

d’histocompatibilitat de classe II (MHC-II; Major histocompatibility complex 

class II), present en la superfície de les cèl·lules presentadores d’antigen 

(APC; Antigen presenting cell), al qual s’uneixen. Aquesta unió indueix en el 

limfòcit Th la producció d’interferó γ (IFN-γ) i altres citocines que activen les 

funcions de l’APC i que provoquen la mort dels microorganismes paràsits que 

havien aconseguit sobreviure intracel·lularment.  

- Limfòcits T reguladors (Treg): expressen els clústers de diferenciació CD4, 

CD25 (ambdós de superfície) i FoxP3 (intracel·lular). Són una subpoblació 

especialitzada de limfòcits T que suprimeix l’activació dels sistema 

immunitari. Aquestes cèl·lules mantenen l’homeòstasi immunològica i 

afavoreixen la tolerància cap als autoantígens. Quan es produeix una 

infecció, les Treg són la principal font d’IL-10, que es una citocina 

antiinflamatòria multifuncional. La IL-10 inhibeix la resposta inflamatòria a 

través del bloqueig de les citocines proinflàmatòries com el TNF-α, actuant 

directament sobre les APCs (Redford et al., 2011). A més, la IL-10 també pot 

inhibir la fagocitosi i la mort microbiana, limitant la producció de ROS, 
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intermediaris en la resposta de l’IFN-γ. Per tant, la IL-10 inhibeix la 

proliferació i la resposta de les cèl·lules T (Jutel et al., 2003).  

2.1. TEIXIT LIMFOIDE ASSOCIAT A LES MUCOSES 

La funció principal de l’intestí és la digestió dels aliments i l’absorció de nutrients des de 

la llum intestinal cap a la circulació sistèmica. Durant aquest procés, l’intestí està exposat 

a una àmplia varietat d’antígens i microorganismes patògens provinents dels aliments, 

així com de bactèries residents, als quals cal limitar amb una barrera. 

La mucosa gastrointestinal forma una barrera entre l’organisme i l’ambient de la llum 

intestinal i ha de permetre un transport eficient dels nutrients a través de l’epiteli 

intestinal mentre exclou de forma rigorosa el pas de substàncies nocives. És per això que 

el sistema gastrointestinal presenta diferents nivells de defensa front a toxines, antígens 

i patògens. Així, hi ha mecanismes protectors no específics a la llum intestinal, com el 

propi epiteli intestinal, que actua com a sistema de barrera; i mecanismes de defensa 

específics, com les respostes immunitàries a microorganismes i antígens. 

El sistema immunitari associat a les mucoses (MALT; Mucosa-associated lymphoid tissue) 

és el responsable de mediar les relacions simbiòtiques entre l’hoste i els microorganismes 

endògens (bactèries comensals) i funciona com a primera barrera física i immunològica 

de defensa contra els microorganismes patògens (Mestecky et al., 2003). El sistema 

immunitari mucosal manté l’homeòstasi immunològica a través de l’extensa superfície 

epitelial. El MALT constitueix un òrgan limfoide que pot dividir-se en subàrees 

connectades funcionalment. Aquestes inclouen el teixit limfoide associat a l’intestí, a la 

nasofaringe, als bronquis, a l’aparell genito-urinari, a les glàndules salivals, a la glàndula 

lacrimal i a la laringe. 

La major part d’antígens que entren en contacte amb el sistema immunitari ho fan a 

través de les mucoses dels tractes gastrointestinal, respiratori i genito-urinari. La resposta 

immunitària generada a les estructures limfoides organitzades del MALT té dues 

conseqüències importants. Una d’elles és el desenvolupament de cèl·lules B capaces de 

produir immunoglobulines específiques d’antigen que poden anar als ganglis limfàtics 

mesentèrics (GLM) i a altres teixits mucosals, on es diferencies a cèl·lules plasmàtiques. 

La segona conseqüència, fruit de l’entrada de l’antigen i de la seva presentació, és 

l’activació i la diferenciació de cèl·lules T que posteriorment migraran fora del MALT i 

aniran tant a teixits mucosals com a teixits perifèrics (Brandzaeg i Pabst, 2004). 
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El teixit limfoide associat a l’intestí (GALT; Gut-associated lymphoid tissue) es pot dividir 

en àrees inductives, on els antígens de les superfícies mucosals estimulen els limfòcits T 

i B, i àrees efectores, on les cèl·lules efectores, després de la seva extravasació i 

diferenciació, executen la resposta (Figura 1.2). Les àrees inductives de la immunitat 

intestinal són les plaques de Peyer (PPs) i els GLM, col·lectivament anomenats teixit 

limfoide associat a l’intestí organitzat (GALT organitzat). Les àrees efectores consisteixen 

en cèl·lules disperses en la lamina propria mucosal, així com en el compartiment epitelial, 

conegut com a teixit limfoide associat a l’intestí difús (GALT difús). El sistema immunitari 

mucosal comú connecta les àrees inductores amb els diferents llocs efectors per a la 

generació d’una resposta comuna i protegir totes les mucoses (Yuki i Kiyono, 2003; 

Kiyono i Fukuyama, 2004). 

Figura 1.2. Teixit limfoide associat a l’intestí (GALT). Representació esquemàtica del GALT organitzat 
(Adaptat de Mowat, 2003). 

 

2.1.1. GALT organitzat 

PLAQUES DE PEYER 

Les PP constitueixen el principal teixit limfoide organitzat de l´intestí prim i es localitzen 

a l’ili i al jejú en humans i rosegadors. Cada PP consta d’un gran nombre de fol·licles rics 

en cèl·lules B amb centres germinals, que estan envoltats per una àrea interfol·licular rica 

en cèl·lules T, on hi ha nombroses vènules endotelials altes que permeten la migració 

cel·lular i la recirculació limfocítica (Kelsall i Strober, 1996). Aquestes àrees limfocítiques 
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estan separades de la llum intestinal per una capa de cèl·lules epitelials, conegudes com 

a epiteli associat al fol·licle. 

L’epiteli associat al fol·licle conté cèl·lules epitelials convencionals de l’intestí, 

anomenades enteròcits, i un gran nombre de cèl·lules epitelials especialitzades 

anomenades cèl·lules M. La característica principal d’aquestes cèl·lules és la seva elevada 

capacitat de transport transepitelial d’antígens. Les cèl·lules M, a diferència dels 

enteròcits, no secreten enzims digestius ni moc i tampoc presenten un glucocàlix de 

superfície gruixut, de manera que són fàcilment accessibles a microorganismes i 

partícules de la llum intestinal i són la via mitjançant la qual l’antigen entra a la PP 

(Janeway et al., 2000). 

Just per sota d’aquest epiteli hi ha la volta subepitelial, formada bàsicament per cèl·lules 

dendrítiques que, principalment, capten i presenten antígens. Aquesta zona també conté 

limfòcits T, cèl·lules plasmàtiques, macròfags i cèl·lules B. 

En contacte amb la volta subepitelial es troben els fol·licles, que contenen bàsicament 

cèl·lules B IgM+/IgD+, així com cèl·lules dendrítiques fol·liculars i limfòcits T CD4+, 

encarregats de col·laborar en el canvi d’isotip cap a IgA (Kelsall i Strober, 1996).  

Les zones interfol·liculars estan caracteritzades per una important presència de cèl·lules 

T, majoritàriament CD4+, que responen als antígens de forma dependent del MHC-II. 

L’àrea fol·licular rica en cèl·lules B i la zona interfol·licular rica en cèl·lules T se superposen 

en algunes regions i són un lloc important per a les interaccions inicials entre les cèl·lules 

B i T (MacLennan et al., 1997). 

FOL·LICLES LIMFOIDES AÏLLATS 

Els fol·licles limfoides aïllats són agregats limfoides microscòpics que es localitzen a la 

lamina propria de l’intestí prim. Aquests fol·licles són estructural i funcionalment molt 

similars als fol·licles que formen les PP, tot i que, a diferència d’aquestes, es 

desenvolupen després de la colonització bacteriana de l’intestí (Suzuki et al., 2010). Estan 

formats per un fol·licle de limfòcits B envoltat per cèl·lules dendrítiques i algun limfòcit T 

CD4+ (Fagarasan et al., 2010). Es creu que són un sistema equivalent o complementari a 

les PP per a la inducció de les respostes d’IgA generades a la mucosa intestinal (Hamada 

et al., 2002). 
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GANGLIS LIMFÀTICS MESENTÈRICS 

Els GLM tenen la mateixa estructura que la resta de ganglis perifèrics. Són estructures 

ovoides lleugerament aplanades que es troben ubicades en el mesenteri i constitueixen 

un punt de trobada entre l’antigen, les APCs i els limfòcits procedents de la sang (Mowat, 

2003). 

Aquest òrgan té dues funcions principals: per una banda actua com a filtre pels antígens 

i microorganismes mitjançant cèl·lules fagocítiques; i, per l’altra, és on es presenta 

l’antigen al sistema immunitari. Histològicament es distingeixen tres zones diferents: el 

còrtex, el paracòrtex i la medul·la. 

El còrtex és una àrea rica en limfòcits B i macròfags, on es poden diferenciar els fol·licles 

primaris i secundaris. Els fol·licles primaris contenen principalment limfòcits B madurs, 

mentre que els secundaris (que contenen centres germinals) són llocs d’una intensa 

proliferació de cèl·lules B amb la posterior generació de cèl·lules B memòria, que es 

queden al fol·licle, i de cèl·lules plasmàtiques secretores d’immunoglobulines, que van a 

la circulació sanguínia i es distribueixen per l’organisme. El paracòrtex és una àrea rica en 

limfòcits T i cèl·lules dendrítiques i la medul·la conté cèl·lules plasmàtiques i macròfags. 

Els limfòcits T verges circulants arriben als GLM guiats per quimiocines produïdes per les 

cèl·lules dendrítiques. Les cèl·lules dendrítiques de l’escorça capten i processen els 

antígens que arriben per la limfa, i migren al paracòrtex, on presenten l’antigen als 

limfòcits verges Th o Ts/c, que es convertiran en els limfòcits T efectors, i activen la 

resposta immunitària adaptativa (Crivellato et al., 2004). 

2.1.2. GALT difús 

LIMFÒCITS DE LA LAMINA PROPRIA 

La lamina propria és la capa de teixit connectiu entre l’epiteli i la muscularis mucosae. 

Aquesta capa està infiltrada per un gran nombre de cèl·lules B i T, cèl·lules dendrítiques, 

macròfags, mastòcits i leucòcits polimorfonuclears (Kelsall i Strober, 1996). Des del punt 

de vista de les funcions de defensa, la lamina propria desenvolupa principalment una 

funció efectora: d’una banda prevé l’entrada de patògens a través de l’epiteli; de l’altra, 

elimina els microorganismes que han aconseguit entrar. En aquest teixit també es duen 

a terme processos de proliferació i diferenciació cel·lular (Brandzaeg, 2002). 
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Els limfòcits de la lamina propria són majoritàriament cèl·lules plasmàtiques productores 

d’IgA i cèl·lules T memòria. Els limfòcits T d’aquest teixit pertanyen principalment a la 

subpoblació T CD4+ (Th) i poden desenvolupar respostes tipus Th1 o Th2 en funció de les 

interaccions cel·lulars amb les APC, el tipus d’antigen i les citocines secretades. En 

aquesta zona també hi ha limfòcits T CD8+ (Ts/c) que duen a terme funcions citotòxiques 

(Acheson i Luccioli, 2004).  

LIMFÒCITS INTRAEPITELIALS 

Els limfòcits intraepitelials (IELs; Intraepithelial lymphocyte) són una població de cèl·lules 

efectores situada entre els enteròcits, per sota de les unions estretes. Aquestes cèl·lules 

són diferents de la població limfocítica de la circulació sistèmica i dels limfòcits de la 

lamina propria (Shananhan, 1994). Malgrat que la funció d’aquestes cèl·lules no està 

clarament determinada, es creu que actuen principalment com a cèl·lules citotòxiques 

que proporcionen una primera línia de defensa enfront de patògens, possiblement a 

través de l’eliminació de cèl·lules epitelials infectades o transformades. Els IELs són 

majoritàriament limfòcits T però també es poden trobar cèl·lules NK. 

2.1.3. Inducció i regulació de la resposta immunitària mucosal 

L’entrada dels antígens i dels microorganismes a la mucosa intestinal indueix una 

resposta immunitària mucosal. Els antígens poden entrar a través de les cèl·lules M, 

cèl·lules epitelials especialitzades en la captació i el transport d’antígens luminals, o bé a 

través dels enteròcits que poden actuar com a APC no professionals. 

Els antígens captats a través de les cèl·lules M són transportats intactes fins a espais 

subepitelials, on són captats i processats per les APC. Aquestes cèl·lules migren cap a les 

àrees interfol·liculars i/o als fol·licles de les PP, on presentaran l’antigen als limfòcits. 

Seguidament, els limfòcits T activats secreten factor de creixement transformador β 

(TGF-β; Transforming growth factor β), que inhibeix la producció d’ immunoglobulines G 

(IgG) i IgM i indueix als limfòcits B a realitzar un canvi d’isotip a IgA. Les cèl·lules T 

precursores específiques d’antigen i les cèl·lules B precursores de cèl·lules plasmàtiques 

productores d’IgA abandonen les PP i migren als GLM, on maduren i pateixen una 

expansió clonal. Aquestes cèl·lules entren a la circulació sistèmica a través del conducte 

toràcic i retornen a l’epiteli intestinal i altres zones mucosals, on exerciran la seva funció 

com a cèl·lules efectores (Mowat, 2003). 
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Les cèl·lules B arriben a la lamina propria on, sota la influència de les cèl·lules T i de 

citocines secretades, completen la seva diferenciació a cèl·lules plasmàtiques 

productores d’IgA. Els limfòcits T activats migren a diferents zones efectores de la mucosa 

intestinal, gràcies a complexes interaccions entre selectines i integrines de la seva 

membrana i els seus lligands presents a la superfície de les cèl·lules endotelials de la 

lamina propria (Kelsall i Strober, 1996). 

Les cèl·lules epitelials de la mucosa intestinal poden actuar com a APC no professionals. 

Els antígens proteics solubles poden travessar els enteròcits de forma no específica 

mitjançant pinocitosi, o de forma específica a través de receptors. Els enteròcits capten 

antígens a través de la membrana apical i els presenten als IELs per la membrana 

basolateral o als limfòcits de la lamina propria mitjançant projeccions que emeten a 

través de porus presents en la membrana basal (Hershberg i Mayer, 2000). Els enteròcits, 

en condicions normals, presenten MHC-II només a la membrana apical mentre que 

durant un procés inflamatori s’expressa a les membranes apical i basolateral. En aquestes 

situacions, la major expressió de MHC-II pot afavorir la presentació d’antígens a les 

cèl·lules T CD4+ (Th) de la lamina propria realitzada pels enteròcits, i contribuir 

directament a l’activació del sistema immunitari (Kelsall i Strober, 1996). 

Els antígens luminals també poden entrar a la mucosa per la via paracel·lular, juntament 

amb molècules d’aigua i electròlits. Aquesta via d’entrada està restringida gràcies a 

l’eficàcia de les unions estretes, però es troba alterada en determinats estats patològics, 

com ara la inflamació intestinal. L’augment de la permeabilitat intestinal afavoreix el pas 

d’antígens a la mucosa, on són captats per les APCs que, seguidament, processen 

l’antigen i l’expressen a la seva superfície per iniciar la resposta immunitària (Shanahan, 

1994). 

La resposta immunitària adaptativa s’indueix principalment per la presentació d’antígens 

a les cèl·lules T CD4+ o CD8+ (Ts/c). L’activació de les cèl·lules T CD4+ causa una producció 

de citocines i amplifica ambdós sistemes de defensa: innat i adaptatiu. Aquesta activació 

condueix a una diferenciació de les cèl·lules T CD4+ a cèl·lules efectores. Les citocines 

secretades i, per tant, la via de diferenciació que segueixen depèn de l’ambient 

immunitari local. Una via dirigeix cap a les cèl·lules efectores tipus Th1 i Th2 d’una 

resposta immunitària, mentre que una altra porta cap a cèl·lules T reguladores que 

intervenen en la tolerància oral. 
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2.2. ENVELLIMENT DEL SISTEMA IMMUNITARI 

La funció del sistema immunitari és garantir la integritat de l’organisme, gràcies a la seva 

capacitat per identificar amb una elevada especificitat el que és propi del que és estrany. 

Amb l’edat, aquest sistema es deteriora i incrementa la susceptibilitat i severitat 

d’infeccions així com en la incidència de fenòmens autoimmunitaris i el càncer (Yancik i 

Ries, 1991; Hirokawa et al., 1992). De fet, els processos infecciosos són una de les 

principals causes de l’elevada taxa de morbilitat i mortalitat en persones d’edat 

avançada, fet que s’atribueix als canvis que s’originen en els components del sistema 

immunitari amb l’edat, el que es denomina immunosenescència (Pawelec et al., 1995). 

La immunosenescència és un procés que afecta a pràcticament tots els components 

cel·lulars (monòcits, macròfags, neutròfils, cèl·lules NK i limfòcits) i no cel·lulars 

(mediadors solubles o citocines) de la immunitat innata i adaptativa (DelaRosa et al., 

2006). Durant aquest procés, el sistema immunitari experimenta una remodelació amb 

l’edat, on algunes funcions es redueixen i altres augmenten o es mantenen sense canvis 

(De la Fuente i Miquel, 2009). A més, és un procés continu que inclou complexes 

reorganitzacions i mecanismes compensatoris (Globerson i Effros, 2000).  

En els individus joves hi ha un equilibri entre la generació dels llinatges mieloide 

(monòcits, neutròfils, basòfils i eosinòfils) i limfoide (limfòcits T, B i NK). Durant 

l’envelliment hi ha un desequilibri en la producció d’aquests dos llinatges, mostrant una 

tendència cap als progenitors mieloides en detriment dels limfoides (Linton i Dorshkind, 

2004; Shaw et al., 2010). 

La immunosenescència també comporta canvis en la immunitat innata. Així, en els 

ancians s'ha observat una davallada de l'activitat fagocítica i en la producció de ROS dels 

neutròfils i macròfags i, per tant, en la seva capacitat microbicida (Tortorella et al. 2007). 

L’envelliment del sistema immunitari deteriora la resposta immunitària adaptativa, de 

manera que hi ha una menor proliferació de limfòcits T i B; fet que modifica les seves 

subpoblacions i la producció de citocines (Straub et al., 2001). Els canvis més profunds es 

produeixen en les funcions efectores en els limfòcits T i B i en la regulació dels limfòcits T 

(Thoman i Weigle, 1989; Candore et al., 1992). 

L’envelliment afecta principalment la funcionalitat dels limfòcits T i especialment la dels 

limfòcits Th (Pawelec et al., 2002; Gruber et al., 2007). Una de les funcions més 

importants dels limfòcits T és l’expansió clonal o proliferació en resposta a un antigen 
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específic. En l’envelliment disminueix la capacitat proliferativa en resposta a mitògens, 

tant en humans com en ratolins (Pawelec et al., 2002). 

La recerca realitzada en les últimes dècades apunten a l'estrès oxidatiu com a principal 

contribuent a l'envelliment; i estaria a la base de la immunosenescència, així com de la 

patogènesi de nombroses malalties relacionades amb l'edat, com el càncer, la 

hipertensió, l'aterosclerosi o les malalties neurodegeneratives (De la Fuente i Miquel, 

2009; Salminen i Kaarniranta, 2010). 

Les nombroses fonts de compostos oxidants, tant endògenes (com a conseqüència de la 

respiració aeròbia o la derivada de la resposta leucocítica) com exògenes (com la dieta o 

l’exposició ambiental) fan necessaris mecanismes de defensa antioxidants, enzimàtics i 

no enzimàtics, que es troben presents a totes les cèl·lules i fluids de l'organisme (Ames 

et al., 1993). No obstant això, durant la senescència es perd la capacitat de mantenir un 

equilibri redox adequat degut a l’increment de substàncies oxidants i/o de la disminució 

d'antioxidants. Aquest fet origina l’aparició de l'estrès oxidatiu, esdeveniment que causa 

el dany a lípids, proteïnes, carbohidrats i àcids nucleics (Pandey i Rizvi, 2010; Cannizzo et 

al., 2011). Les cèl·lules immunitàries, i especialment aquelles que formen part de la 

immunitat innata, constitueixen una de les principals fonts de radicals lliures, ja que en 

elles es generen grans quantitats de ROS que actuen com a components microbicides 

molt reactius (Morel et al., 1991). 

L'estrès oxidatiu i la inflamació es troben estretament relacionats, ja que l'excés de 

radicals lliures pot induir la resposta inflamatòria, i els radicals lliures en si mateixos són 

efectors de la inflamació (Vida et al., 2014). Una producció excessiva o descontrolada de 

radicals lliures pot induir una resposta inflamatòria. A més, l’NF-κB és un factor de 

transcripció sensible a l'estat redox que juga un paper central en la regulació de processos 

inflamatoris i en l’inflammaging (Salminen i Kaarniranta, 2010; Cannizzo et al., 2011). De 

fet, en l'actualitat es considera que moltes patologies associades a l'envelliment, com la 

hipertensió i la disfunció endotelial, l'aterosclerosi i les malalties neurodegeneratives, 

inclouen en la seva patogènesi no només processos oxidatius, sinó també un component 

inflamatori de baix grau perllongat en el temps (De la Fuente et al., 2005; Yuan et al., 

2007).  

Tot i que la inflamació no és un fenomen negatiu en si mateix, quan els compostos 

inflamatoris excedeixen els antiinflamatoris, es produeix un desequilibri que dóna lloc a 

l'estrès inflamatori (Kulinsky, 2007). De fet, la inflamació crònica és el principal factor de 
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risc per a l’envelliment prematur i l’aparició de malalties associades a la senescència. Cal 

destacar a més, que els compostos inflamatoris com el TNF-α poden, al seu torn, activar 

l’NF-κB, entrant en una espiral viciosa (Gupta i Gollapudi, 2005; De la Fuente i Miquel, 

2009). D'aquesta manera, l'equilibri entre els efectors proinflamatoris, necessaris per fer 

front als agents patògens i els components antiinflamatoris, és fonamental per a una 

resposta immunitària adequada, el manteniment de la salut i l'envelliment saludable 

(Franceschi, 2007). 

3. SISTEMA NERVIÓS CENTRAL 

El sistema nerviós central (SNC) desenvolupa funcions cognitives com el raonament o la 

memòria, però també regula diferents funcions vegetatives. Les malalties 

neurodegeneratives, com la malaltia d’Alzheimer o la malaltia de Parkinson, sovint 

comporten el deteriorament de les funcions cognitives, sobretot de l’aprenentatge i de 

la memòria. Els factors de risc més comuns per la majoria de malalties 

neurodegeneratives són els polimorfismes genètics i l’edat avançada, tot i que les causes 

que ocasionen la degeneració neuronal encara no es coneixen amb profunditat. La 

hipòtesi predominant és que els agregats de proteïna com la β-amiloide, l’acumulació de 

la qual forma les plaques β-amiloides, o la hiperfosforilació de la proteïna Tau, que 

desestabilitza els microtúbuls i desencadenen una cascada d’esdeveniments que dóna 

lloc a neurodegeneració i apoptosis neuronal (Figura 1.3), importants en la progressió de 

la malaltia d’Alzheimer (Diack et al., 2016). Altres mecanismes que poden estar implicats 

en la patogènesi de trastorns neurodegeneratius inclouen la inflamació crònica, factors 

vasculars, l’estrès oxidatiu i una disponibilitat reduïda de factors tròfics a l’encèfal 

(Sochocka et al., 2016). 

Durant molts anys s’ha considerat l’encèfal com un òrgan immunoprivilegiat, aïllat del 

sistema immunitari i separat de la resta de l’organisme per la barrera hematoencefàlica 

(BHE). Estudis recents han canviat aquesta concepció, ja que s’ha observat que el SNC es 

comunica constantment amb el sistema immunitari a través de múltiples vies (Ellwardt 

et al., 2016; Quan i Banks, 2007). En aquest context, la inflamació crònica pot ser 

considerada com el resultat de la desregulació d’aquests dos grans sistemes adaptatius 

per resoldre una inflamació aguda que, al seu torn, pot promoure l’envelliment (Elenkov 

et al., 2005). La interacció entre l’envelliment, la predisposició genètica i les exposicions 

a agents ambientals comporta canvis metabòlics i reaccions inflamatòries que 

predisposen als individus a malalties neurodegeneratives (Deleidi et al., 2015). 
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Figura 1.3. Imatge representativa d’una neurona sana (A) i una malmesa (B). A la neurona sana la proteïna 

Tau està unida als microtúbuls i promou la seva estabilitat. A la neurona malmesa la hiperfosforilació de Tau 

promou la disgregació dels microtúbuls i la deposició de plaques de β-amiloide.  

 

3.1. FISIOLOGIA CEREBRAL 

El SNC està format per l’encèfal, que es localitza a l’interior del crani i conté uns 100.000 

milions de neurones, i la medul·la espinal, connectada a l’encèfal. El teixit nerviós consta 

de dos tipus cel·lulars: les neurones i la glia. Les neurones realitzen la majoria de les 

funcions pròpies del sistema nerviós, com el pensament, la memòria, el control de 

l’activitat muscular o la regulació de les secrecions glandulars. Les cèl·lules de la glia són 

més petites però superen en nombre a les neurones (fins a 25 vegades més). 

S’encarreguen de sostenir, nodrir i protegir les neurones, així com de produir i mantenir 

el líquid intersticial que les envolta. Hi ha sis tipus de cèl·lules glials, dels quals quatre 

(astròcits, oligodendròcits, micròglia i cèl·lules ependimàries) només es troben al SNC. Els 

altres dos tipus restants (cèl·lules de Schwann i cèl·lules satèl·lit) estan presents en el 

sistema nerviós perifèric  

L’encèfal adult presenta quatre regions principals: el tronc encefàlic, el cerebel, el 

diencèfal i el cervell.  

El còrtex és una regió de substància gris que forma la part externa del cervell que conté 

milers de milions de neurones. Aquesta regió està replegada sobre si mateixa formant 

girs o circumvolucions, els més profunds s’anomenen fissures i els més superficials solcs. 

La fissura longitudinal és la més profunda i divideix el cervell en una meitat dreta i una 

esquerra, anomenades hemisferis cerebrals, que es connecten internament mitjançant 

el cos callós. En determinades regions de l’escorça cerebral es processen senyals 
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específiques de naturalesa sensitiva, motora i d’associació. Les àrees sensitives 

acostumen a rebre informació d’aquestes característiques i estan vinculades amb la 

percepció o coneixement conscient d’una sensació. Les àrees motores inicien els 

moviments i les àrees d’associació es correlacionen amb funcions d’integració més 

complexes, com la memòria, les emocions o el raonament (Tortora et al., 2012). 

3.2. MEMÒRIA I DETERIORAMENT COGNITIU 

La memòria es pot classificar en diferents categories en funció del tipus d’informació i el 

temps de retenció. Si la memòria es classifica segons el tipus d’informació trobem: 

- Memòria declarativa o explícita, també anomenada d’aprenentatge conscient. 

La memòria declarativa implica el record conscient d’una informació 

emmagatzemada de forma inconscient. Pot referir-se a esdeveniments (memòria 

episòdica), o a dades aïllades (memòria semàntica). Com que la recuperació de 

la informació és conscient, aquest tipus de memòria implica les regions corticals 

i l’hipocamp.  

- Memòria no declarativa o implícita, també anomenada d’aprenentatge no 

conscient (Sweatt, 2003). L'emmagatzematge de la informació corresponent a la 

memòria implícita és inconscient, però la recuperació de la mateixa pot ser 

conscient o inconscient. S'ha descrit que les regions implicades en aquest tipus 

de memòria són principalment l'escorça prefrontal, el nucli accumbens, 

l'amígdala, cos estriat, cerebel, tàlem i escorça motora. Aquest tipus de memòria 

inclou la memòria de procediment, que consisteix en la capacitat d'adquirir 

hàbits i habilitats motores. 

La memòria també es pot classificar segons el temps en què la informació es manté 

(Baddeley, 1992):  

- Memòria a curt termini. En aquesta categoria es troba la memòria de treball que 

es refereix al record a curt termini d'informació específica necessària per a 

l'execució d'una tasca determinada. La memòria de treball implica el 

processament plenament conscient de la informació (Sweatt, 2003). Les regions 

cerebrals implicades en aquest tipus de memòria són l'escorça cerebral, 

l'hipocamp, el cos estriat, l’amígdala i el cerebel. 
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- Memòria a llarg termini. Aquesta memòria pot mantenir la informació per hores, 

dies o anys, perquè és més estable i menys làbil. 

Una de les regions més implicades en la memòria i l’aprenentatge és l'hipocamp, 

especialment en la memòria espacial (Morris et al., 1982). Aquesta està involucrada 

principalment en la formació de mapes cognitius detallats del context en què es produeix 

l'aprenentatge (lloc d'aprenentatge).  

Les funcions cognitives més afectades per l'edat són l'atenció, la memòria i 

l'aprenentatge. Aquestes funcions depenen de la percepció, que mostra un declivi durant 

l’envelliment atribuïble a disfuncions dels òrgans dels sentits (Peters, 2002). El 

deteriorament en la percepció, l’atenció i la memòria afecta negativament altres funcions 

cognitives més complexes com l'aprenentatge (Wilson et al., 2006). Això es deu a que 

l'aprenentatge i la memòria són dos processos cognitius relacionats, que inclouen la 

capacitat d'adquirir (atenció i percepció), codificar, emmagatzemar, mantenir i recuperar 

informació procedent de l'entorn (Sweatt, 2003).  

S'ha demostrat que hi ha una pèrdua de funcionalitat de l'hipocamp amb l'edat, el que 

origina deteriorament de la memòria (Driscoll i Sutherland, 2005). L'hipocamp i el cos 

estriat poden actuar en paral·lel formant un sistema dinàmic de memòria per a optimitzar 

el comportament basat en experiències anteriors (Kim i Baxter, 2001; Poldrack i Packard, 

2003).  

3.3. ENVELLIMENT DEL SISTEMA NERVIÓS CENTRAL 

L’envelliment de l’encèfal s’esdevé en paral·lel al dels altres teixits perifèrics dels 

mamífers. Les característiques úniques tant de l’encèfal com de les neurones els fan 

especialment vulnerables a l’envelliment. La comparació entre el cervell d’un individu 

adult i un senescent revela canvis morfològics, bioquímics, metabòlics i funcionals 

específics. 

L’encèfal és un dels òrgans que acumula més estrès oxidatiu amb l'edat (Möller et al., 

2010). Algunes de les raons principals d'aquest fenomen es deuen a que a l’encèfal hi ha 

un elevat consum d'oxigen (necessari per mantenir un alt rendiment energètic), un major 

nombre de mitocòndries i membranes cel·lulars riques en àcids grassos poliinsaturats, 

que són fàcilment peroxidats. Aquest fenomen és agreujat per una manca de quantitats 

adequades de sistemes de defensa antioxidants, que també disminueixen a causa de 
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l'estrès oxidatiu (Mariani et al., 2005; Freeman i Keller, 2012). Tot això pot contribuir a 

l'acumulació del dany neuronal amb l'edat (Yankner et al., 2008). Per aquest motiu 

l'estrès oxidatiu és considerat en nombrosos estudis com un col·laborador important en 

el desenvolupament i la patogènesi d'una àmplia varietat de malalties 

neurodegeneratives, així com en el deteriorament cognitiu relacionat amb l'envelliment 

(Bishop et al., 2010).  

3.3.1. ALTERACIONS ESTRUCTURALS 

Durant l'envelliment, es produeixen alteracions morfològiques neuronals (Burke et al., 

2006), que consisteixen en canvis de la mida del soma neuronal i la pèrdua i/o 

deteriorament de dendrites i espines dendrítiques, que modifiquen les sinapsis (Hedden 

i Gabrieli, 2004, Zindler i Zipp, 2010). La sirtuina-1 (SIRT1) és una proteïna clau pel 

desenvolupament neuronal, ja que promou l’elongació axonal de les neurones i la 

ramificació dendrítica (Herskovitz i Guarente, 2014). A més, en l’envelliment hi ha una 

disminució de la sinaptofisina (Del Valle et al., 2012). Aquesta és una proteïna de les 

vesícules sinàptiques que, juntament amb la SIRT1, regula la plasticitat sinàptica de les 

neurones, de manera que la seva disminució comporta pèrdua de les capacitats 

cognitives (Li et al., 2017). D’altra banda, durant l’envelliment, els axons pateixen una 

desmielinització que altera la conductivitat neuronal. També hi ha alteracions de la 

densitat de receptors neuronals per a neurotransmissors (Rizzo et al., 2015). Malgrat tot 

això i en contrast amb la idea que amb l'edat hi ha una pèrdua neuronal irreversible, en 

les últimes dècades s’ha demostrat que, en àrees específiques de l’encèfal, les neurones 

són contínuament regenerades a partir de cèl·lules mare indiferenciades. Aquesta 

regeneració no és indefinida i arriba un moment en que els danys ocasionats com a 

conseqüència de l'envelliment o de les malalties neurodegeneratives són superiors que 

la capacitat regeneradora del teixit neuronal (Zindler i Zipp, 2010). L'envelliment també 

provoca alteracions funcionals sobre la neuròglia, sense observar-se canvis importants 

en el nombre total de cèl·lules (Pakkenberg i Gundersen, 1997). En aquest context, les 

cèl·lules principalment afectades per l’envelliment són la micròglia i els oligodendròcits, 

sent aquests últims els més susceptibles a patir alteracions morfològiques i funcionals 

pels canvis que pateixen en les capes de mielina (Peters, 2002).  
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3.3.2. ALTERACIONS EN LA BARRERA HEMATOENCEFÀLICA 

Els vasos sanguinis cerebrals formen la BHE, que restringeix el pas de substàncies de la 

circulació sistèmica a l’encèfal (Rosenberg, 2014). Diversos tipus cel·lulars interaccionen 

per formar la BHE, que es coneix amb el nom d’unitat neurovascular, i està composta per 

cèl·lules endotelials dels vasos sanguinis cerebrals, làmina basal, astròcits i perícits 

(Figura 1.4) (Iadecola i Nedergaard, 2007). Degut a la unió de les cèl·lules endotelials per 

les proteïnes del complex d’unió, la via paracel·lular queda pràcticament estanca i les 

substàncies de pes molecular superior a 180 Da han de creuar l’endoteli cerebral per la 

via cel·lular (Grieb et al., 1985; Mitic i Anderson, 1998). 

Figura 1.4. Estructura de la barrera hematoencefàlica. Unitat neurovascular formada per cèl·lules 

endotelials, làmina basal, perícits i astròcits. Les cèl·lules endotelials presenten les proteïnes del complex 

d’unió que segellen la via parcel·lular (Adaptat de Keaney i Campbell, 2015). 

 

Entre les principals proteïnes del complex d’unió, destaquen la claudina, l’ocludina o la 

E-cadherina. A més, les proteïnes zonula occludens (ZO) 1, 2 i 3, juntament amb la 

cingulina han estat identificades com a proteïnes citoplasmàtiques que uneixen les 

proteïnes de la membrana amb l’actina, responsable de la integritat estructural i 

funcional de l’endoteli (Ballabh et al., 2004). 

Durant l’envelliment, es produeixen alteracions en el sistema circulatori com poden ser 

canvis en el diàmetre i permeabilitat dels capil·lars i/o canvis histològics en la vascularitat 

de l’encèfal, que afecten el pas de substàncies i nutrients al cervell. A més, els principals 

factors de risc vascular, com la hipertensió, la diabetis tipus II o el tabac poden alterar a 

la BHE, magnificant les alteracions causades per l’envelliment, de manera que poden 
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afectar la comunicació neuronal i, per tant, a les funcions cognitives i motores (Rizzo et 

al., 2015). L’envelliment incrementa la permeabilitat de la BHE, ja que hi ha un augment 

de la concentració d’albúmina al líquid cefaloraquidi en persones d’edat avançada. 

Aquesta concentració d’albúmina en el líquid cefaloraquidi encara és més elevada en els 

pacients de demència vascular (Blennow et al., 1990).  

3.3.3. NEUROINFLAMACIÓ 

La neuroinflamació es refereix a una resposta inflamatòria originada al SNC després d’una 

lesió per agents, que poden ser infecciosos, amb acumulació de cèl·lules glials (micròglia, 

astròcits). Les conseqüències fisiològiques, bioquímiques i conductuals de la 

neuroinflamació depenen del seu origen i del seu curs (DiSabato et al., 2016). La 

neuroinflamació i els seus mecanismes reguladors s'inicien en resposta a una alteració de 

l'homeòstasi neuronal. Una inflamació aguda al SNC és causada per diferents proteïnes 

tòxiques o agents infecciosos que activen ràpidament les cèl·lules glials i condueix a la 

reparació de l'àrea danyada de l’encèfal. No obstant això, si els agents nocius 

persisteixen, aquesta inflamació aguda es converteix en crònica, de manera que 

l'activació de les cèl·lules glials és exagerada, i es desencadena la degeneració del teixit. 

A més, la inflamació crònica de l’encèfal altera els mecanismes reguladors que eliminen 

proteïnes neuronals mal plegades o danyades. L'augment de mediadors proinflamatoris, 

com la IL-1β, la IL-6 o el TNF-α, està estretament relacionat amb el deteriorament dels 

mecanismes de l'eliminació de les ROS. La sobreproducció de ROS condueix a l'estrès 

oxidatiu i indueix l'activació d'NF-κB, un mediador clau de les reaccions inflamatòries 

(Sochocka et al., 2016).  

La micròglia regula contínuament el microambient mitjançant la producció de factors que 

influencien als astròcits i a les neurones adjacents, particularment en resposta a la 

infecció o lesió de cèl·lules neuronals. L’activació immunitària al SNC, que està fortament 

controlada en comparació amb la perifèria, inclou sempre a astròcits i a la micròglia que, 

en condicions no patològiques, contribueixen a la regulació de l'homeòstasi del teixit 

cerebral. Les cèl·lules endotelials i els macròfags perivasculars també són importants per 

a la propagació de senyals inflamatòries del SNC (DiSabato et al., 2016). Això condueix a 

l'activació d'una resposta inflamatòria transitòria i autolimitada del sistema immunitari 

que repara el teixit lesionat. En condicions patològiques, quan els mecanismes normals 

de resolució fallen, hi ha una activació anormal del sistema immunitari i una 

sobreproducció de factors proinflamatoris, que condueix a l'estat de neuroinflamació 
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crònica i a la conseqüent aparició i progressió d’alteracions neurodegeneratives 

(Sochocka et al., 2016). 

L’exposició crònica a mediadors d’inflamació pot alterar la BHE i permetre que cèl·lules 

immunitàries i nombroses citocines proinflamatòries arribin al parènquima cerebral, on 

estimulen la micròglia i afavoreixen la inflamació cerebral de baix grau (Di Benedetto et 

al., 2017). La micròglia i els astròcits activats canvien la seva morfologia i funció i 

produeixen citocines proinflamatòries com la IL-1β, la IL-6 i el TNF-α. Nombrosos estudis 

han confirmat que en les malalties neurodegeneratives cròniques, la concentració de 

citocines proinflamatòries està elevada, fet que contribueix significativament en la seva 

progressió (Smith et al., 2012; Zheng et al., 2016). A més, generalment, l’expressió de 

citocines antiinflamatòries com ara la IL-4, la IL-10 i la IL-13 està disminuïda. Aquesta 

davallada de les molècules antiinflamatòries sensibilitza el teixit cerebral a diferents 

factors d’estrès. En aquest entorn, disminueix la neurogènesi a partir de cèl·lules 

precursores neuronals i provoca una davallada de la capacitat d’aprenentatge i de la 

memòria (Chen et al., 2016). 

Generalment, les citocines proinflamatòries contribueixen directament en la degeneració 

neuronal, ja que poden induir l'apoptosi neuronal i de cèl·lules glials, augmentar la 

permeabilitat de la BHE i promoure el tràfic de cèl·lules immunitàries perifèriques al SNC. 

A més, aquestes citocines promouen l'augment de la producció de factors que són tòxics 

per a les neurones, com les ROS o l’òxid nítric (Smith et al., 2012; Hsieh i Yang, 2013). En 

aquest sentit, el TNF-α és la citocina neuroinflamatòria més important, ja que pot reclutar 

cèl·lules immunitàries perifèriques al teixit neuronal a través de la BHE. La presència de 

TNF-α al parènquima cerebral està implicada en la inflamació crònica i s'ha associat a 

malalties neurodegeneratives. Cal destacar a més, que el TNF-α pot activar l’NF-κB, 

entrant en una espiral viciosa (Gupta i Gollapudi, 2005; De la Fuente i Miquel, 2009).  

Estudis recents suggereixen que la micròglia pateix un procés de senescència similar al 

de les cèl·lules immunitàries perifèriques. S’ha detectat micròglia senescent i 

hiperreactiva a l’encèfal d’individus d’edats avançades (Deleidi et al., 2015). L’encèfal 

envellit pot actuar sobre el sistema immunitari i afavorir el reclutament de leucòcits, que 

contribueixen a la immunosenescència i a la neuroinflamació (Gemechu i Bentivoglio, 

2012). Tot i que en cada malaltia neurodegenerativa els mecanismes que condueixen a 

la neurodegeneració són diferents, la inflamació crònica sol ser una característica 

predominant en la naturalesa progressiva de la neurodegeneració. De fet, la inflamació 
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crònica és el principal factor de risc subjacent a l'envelliment i a les malalties associades 

a l'edat. 

A més, en els darrers anys, s’ha evidenciat una estreta relació entre l'oxidació i la 

inflamació. Un estat crònic d’inflamació, on el factor de transcripció proinflamatori i 

sensible a l'estat redox NF-κB està sobre activat, promou la producció excessiva de 

radicals lliures (Salminen et al., 2008a; Salminen i Kaarniranta, 2010; Cannizzo et al., 

2011). Així, els radicals lliures podrien ser considerats com a conseqüència de la 

inflamació i, tot i que la inflamació no és un fenomen negatiu per si mateix, quan els 

compostos inflamatoris excedeixen als antiinflamatoris, es produeix un desequilibri que 

dóna lloc a l’estrès inflamatori (Kulinsky, 2007).  

3.3.4. ESTRÈS OXIDATIU 

El sistema nerviós i, més concretament, l’encèfal són els que pateixen més dany oxidatiu 

durant l’envelliment (Möller et al., 2010) degut a l’elevat consum d'oxigen i uns nivells 

més baixos d'enzims antioxidants, entre altres factors (Mariani et al., 2005; Freeman i 

Keller, 2012).  

Les ROS poden desencadenar efectes beneficiosos si la seva producció és limitada, o 

nocius, si la seva producció és excessiva (Bosmann i Ward, 2013). Amb l'edat es perd la 

capacitat de mantenir un equilibri redox adequat a causa de l'augment de substàncies 

oxidants i/o de la disminució d'antioxidants. Aquest fet resulta en l'aparició de l'estrès 

oxidatiu, esdeveniment que malmet diverses biomolècules com els lípids, les proteïnes, 

els carbohidrats i els àcids nucleics (Pandey i Rizvi, 2010; Cannizzo et al., 2011). 

Una de les conseqüències de l'elevat estrès oxidatiu és la peroxidació lipídica o 

lipoperoxidació per l'acció de les ROS sobre els lípids. Aquesta degradació oxidativa, que 

afecta principalment als àcids grassos poliinsaturats, causa el deteriorament funcional de 

les membranes biològiques i altera la seva estructura, integritat, fluïdesa i permeabilitat 

(Pandey i Rizvi, 2010). 

Tot i que els organismes aerobis pateixen lesions oxidatives, també tenen la capacitat de 

reduir o inhibir l'atac de les ROS i eliminar-ne l’excés per a protegir la fisiologia cel·lular, i 

ho fan a través dels antioxidants (Halliwell i Gutteridge, 2006). Els agents antioxidants 

poden ser de tipus enzimàtic o no enzimàtic i contribueixen a mantenir l'homeòstasi 

redox cel·lular (Halliwell i Gutteridge, 2006). Les principals defenses enzimàtiques són les 
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que interaccionen directament amb les ROS com la catalasa, la superòxid dismutasa 

(SOD) i la glutatió peroxidasa (GPx). 

La SOD elimina el radical superòxid, generant peròxid d’hidrogen (Naudí et al., 2009) que, 

tot i ser tòxic i altament oxidant no ho és tant com el radical superòxid. A continuació, la 

catalasa i la GPx, que són dos enzims diferents però cinèticament complementaris, 

eliminen el peròxid d'hidrogen. Mentre que la catalasa s’activa quan hi ha una 

concentració elevada de peròxid d'hidrogen, la GPx és més eficaç a concentracions més 

baixes, ja que presenta un elevada afinitat però una baixa taxa catalítica (Naudí et al., 

2009). 

Es considera que l'estrès oxidatiu pot ser una de les causes originàries de l'envelliment i 

de l'aparició de malalties neurodegeneratives com la malaltia d'Alzheimer, la malaltia de 

Parkinson, l'esclerosi lateral amiloide, l'esclerosi múltiple, el trastorn cognitiu lleu o la 

malaltia de Huntington. A més, el declivi cognitiu que acompanya l'envelliment es 

correlaciona amb una disminució de la concentració d'antioxidants cerebrals (Berr, 

2000). D'aquesta manera, s'associa l'envelliment cerebral amb un desequilibri progressiu 

entre les defenses antioxidants i les concentracions intracel·lulars de ROS (Reiter, 1998). 

4. DIETA I ENVELLIMENT 

Nombrosos estudis evidencien que l’estil de vida influeix en el desenvolupament de 

patologies associades a l’envelliment, com l’aterosclerosi, la hipertensió o la diabetis 

tipus II, entre d’altres. Concretament, la dieta té un fort impacte en l’aparició o evolució 

de patologies com la immunosenescència o el deteriorament cognitiu (Maijó et al., 2014). 

La dieta millora la salut a través de la regulació de processos específics, contrarestant 

l’inflammaging i/o revertint canvis epigenètics produïts durant l’envelliment (Bacalini et 

al., 2014; Jeffery i O’Toole, 2013). Nombrosos estudis mostren el potencial de 

components dietètics, tant els macronutrients (carbohidrats, proteïnes, greixos i fibra) 

com els micronutrients (antioxidants, vitamines i minerals), com a primera línia 

d’intervenció en la prevenció i tractament del càncer i altres patologies associades a 

l’envelliment (Eilat-Adar i Goldbourt, 2010; Milner, 2004). 

La restricció calòrica, una intervenció dietètica en la que es restringeix la quantitat de 

calories ingerides però mantenint un aport adequat de micronutrients, allarga la vida 

mitjana de les rates, fenomen que es va descobrir fa més de 75 anys (McKay et al., 1998). 
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Des de llavors, la restricció calòrica ha demostrat que incrementa la vida mitjana en molts 

models d’organismes (Colman et al., 2014; Greer i Brunet 2009). Els mecanismes 

específics implicats en els efectes de la restricció calòrica encara no es coneixen, tot i que 

s’ha vist que aquests tipus d’intervencions dietètiques redueixen la inflamació (Chung et 

al., 2001) i l’estrès oxidatiu (Sohal i Weindruch, 1996), modifiquen la funció 

neuroendocrina i el sistema nerviós simpàtic, així com també disminueixen la despesa 

energètica (Bordone i Guarente, 2005). 

S’ha observat que un bon manteniment de la microbiota intestinal és essencial per 

prevenir malalties com el càncer de còlon (Langille et al. 2014), la diabetis o els trastorns 

neurodegeneratius (Vaiserman et al., 2017; Bischoff, 2016). Dietes riques en àcids grassos 

poliinsaturats ω-3, com l’àcid α-linolènic, l’àcid eicosapentainòic (EPA; Eicosapentaeinoic 

acid) i l’àcid docosahexaenòic (DHA; Docosahexaenoica acid) milloren l’evolució de 

malalties cardiovasculars, neurodegeneratives, inflamatòries i autoimmunitàries (Pae et 

al., 2012). Compostos antioxidants com els polifenols o els flavonoides redueixen l’estrès 

oxidatiu i, per tant, milloren l’evolució i el pronòstic de malalties cardiovasculars, 

malalties neurodegeneratives i càncer (Singh et al., 2015). 

4.1. DIETA I ENVELLIMENT DEL SISTEMA IMMUNITARI 

La majoria dels paràmetres afectats per la immunosenescència estan sota el control 

genètic (Franceschi et al., 1999). Tot i així, factors com l’estat nutricional, l’activitat física 

o l’estrès poden influenciar la capacitat per generar una resposta immunitària efectiva 

davant d’una infecció (Lesourd, 2006). Concretament, la immunocompetència està 

directament afectada pels aliments que mengem i, deficiències en determinades 

vitamines i minerals, una malnutrició proteica o la ingesta excessiva d’àcids grassos 

saturats, poden comprometre la resposta immunitària (Lesourd, 2006; Pae et al., 2012). 

En edats avançades, hi ha bactèries beneficioses que solen estar reduïdes degut a una 

menor secreció d’IgA específica d’antigen. El consum de prebiòtics i probiòtics promou el 

creixement d’aquestes bactèries beneficioses (Nova et al., 2007; Ouwehand et al., 2009) 

i, en conseqüència, generen un impacte important en el GALT, així com en les cèl·lules 

immunitàries circulants (Hamilton-Miller, 2004). A més, determinades soques de 

probiòtics milloren la resposta immunitària innata, com la fagocitosi i la citotoxicitat en 

persones ancianes (Gill et al., 2001a, 2001b). 
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D’altra banda, compostos antioxidants com els polifenols (que es troben en un gran 

nombre de fruits i vegetals) mostren efectes beneficiosos pel sistema immunitari, com 

l’atenuació de la inflamació, causada per una disminució en l’alliberació de citocines 

proinflàmatòries per part dels limfòcits T (Ford et al., 2016). Entre aquests compostos 

destaca el resveratrol, present a la pell del raïm i a les baies, que incrementa el nombre 

de cèl·lules Th en rates envellides (Yuan et al., 2012) i disminueix la neuroinflamació 

inhibint l’activació de la micròglia proinflamatòria (Yang et al., 2017).  

En la població senescent, les dietes riques en àcids grassos poliinsaturats ω-3 redueixen 

l’inflammaging. La seva administració oral redueix la IL-1β i la IL-6 plasmàtiques (Vedin 

et al., 2008), una menor resposta proliferativa del limfòcits T (Han et al., 2012; Thies et 

al., 2001a) i una reducció de l’activitat de les cèl·lules NK (Thies et al., 2001b). A més, els 

àcids grassos poliinsaturats ω-3 disminueixen la producció de citocines proinflàmatòries 

a macròfags mitjançant la inactivació de la via NF-κB (Calder, 2015) i inhibeixen la 

formació d’eicosanoids, quimiocines (IL-8, MCP1), molècules d’adhesió (ICAM-1, VCAM-

1) i ROS (Calder, 2010; Galli i Calder, 2009). 

4.2. DIETA I ENVELLIMENT DEL SISTEMA NERVIÓS CENTRAL 

En els últims anys s’han realitzat nombrosos treballs sobre suplements dietètics i el 

deteriorament cognitiu característic d’edats avançades i/o en relació a malalties 

neurodegeneratives (Caracciolo et al., 2014). L’encèfal és un òrgan complex amb un 

metabolisme i un consum de nutrients elevat (Morris, 2012). En els darrers anys s’ha 

establert l’eix intestí-cervell, que mostra la relació existent entre la dieta, el microbioma 

i el manteniment de la funció cognitiva (Figura 1.5). La modificació del microbioma durant 

l’envelliment dóna lloc a una inflamació intestinal de baixa intensitat, fet que promou 

l’alliberació de mediadors inflamatoris sistèmics. Aquestes substàncies proinflamatòries 

poden activar les cèl·lules glials i promoure neuroinflamació, que afavoreix el 

deteriorament cognitiu (Caracciolo et al., 2014). 

Estudis epidemiològics han demostrat que el consum de fruita i vegetals retarden el 

deteriorament cognitiu. En nombrosos estudis, aliments com el raïm, el tomàquet o la 

soja, que presenten un elevat contingut en antioxidants i substàncies antiinflamatòries 

com els polifenols o les isoflavones, han demostrat els seus efectes neuroprotectors 

(Miller i Shukitt-Hale, 2012). Agents com el resveratrol i les proantocianidines no només 

milloren els dèficits cognitius sinó que, a més, incrementen l’esperança de vida de 
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ratolins SAMP8 mitjançant l’activació de la SIRT1 (Porquet et al., 2013; Yokozawa et al., 

2009). Per altra banda, els nabius, també presenten un gran nombre d’antioxidants. De 

fet, millora tant la memòria espacial com la memòria a curt termini de ratolins C57BL/6 

envellits (Beracochea et al., 2016). Diversos estudis mostren que el consum de pèptids 

de soja milloren el deteriorament cognitiu associat a l’edat gràcies al seu efecte sobre els 

factors neurotròfics (Katayama et al., 2014). 

Figura 1.5. Representació esquemàtica de la relació entre el microbioma intestinal i el deteriorament 
cognitiu en l’envelliment. 

Nombrosos estudis suggereixen que compostos fitoquímics com el DHA (Wu et al., 2008), 

els ginsenòsids (Zhao et al., 2009) o la catequina (Li et al., 2009) atenuen la pèrdua de la 

memòria durant l’envelliment. S’ha demostrat que aquests compostos incrementen la 

síntesi de proteïnes relacionades amb la plasticitat sinàptica, incloent el factor 

neurotròfic derivat del cervell (BDNF; Brain-derived neurotrophic factor) i el CREB, crítics 

per l’aprenentatge i la memòria (Gómez-Pinilla et al., 2007).  

4.3. EFECTES DE LA SUPLEMENTACIÓ AMB PROTEÏNES PLASMÀTIQUES 

Les proteïnes plasmàtiques d’origen boví i porcí han estat àmpliament utilitzades com a 

ingredients alimentaris d’alta qualitat per als animals de granja i s’utilitzen com a 

alternativa a l’ús dels antibiòtics com a promotors del creixement (Coffey i Cromwell, 
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1995). De fet, les taxes de creixement i l’eficiència de conversió de pinso consumit són 

molt similars entre els animals que han consumit pinso suplementat amb plasma assecat 

per polvorització (SDP; Spray-dried plasma) i pinso amb dosis subterapèutiques 

d’antibiòtics (Torrallardona et al., 2003). 

L’SDP s’obté de la sang d’animals sans destinats al consum humà en els escorxadors. A 

aquesta se li afegeix anticoagulant, generalment citrat sòdic, i es centrifuga per eliminar 

els eritròcits. D’aquesta manera s’obté el plasma que, posteriorment, és assecat per 

polvorització. La pols obtinguda s’utilitza per la suplementació de pinso (Russell i Weaver, 

1996; Coffey i Cromwell, 2001). L’SDP està constituït en un 78 % per proteïna, de la qual 

aproximadament un 50 % és albúmina, un 25 % globulina (incloent α-, β- i γ-globulina), 

un 5 % fibrina i un 20 % altres proteïnes, on s’inclou l’haptoglobulina, la transferrina, 

factors de creixement i altres proteïnes i pèptids (Howell i Lawrie, 1983). 

S’ha observat que les proteïnes presents a l’SDP retenen la seva activitat biològica en 

l’animal i, per tant, conserven la seva capacitat per induir una resposta fisiològica. Gatnau 

et al. (1989) van veure que les immunoglobulines presents en l’SDP són absorbides des 

de la llum intestinal al torrent sanguini en porcs acabats de néixer i privats de calostre.  

Nollet et al. (1999) van observar que les immunoglobulines administrades per via oral a 

animals estabulats tenien un efecte protector davant la inoculació, per la mateixa via, de 

bactèries. També s’ha vist que els vedells alimentats amb pinso suplementat amb SDP 

presenten una mortalitat molt inferior als que no reben dietes suplementades (Morrill et 

al., 1995; Bhandari et al., 2008). En alguns estudis aquesta mortalitat està reduïda gairebé 

un 30 % (Quigley i Wolfe, 2003). Markowska-Daniel et al. (2003) van observar una 

reducció en la mortalitat i la morbiditat, una millora en el creixement i un increment en 

el nombre de limfòcits T. 

L’eficàcia dels suplements plasmàtics en els desordres intestinals ha estat molt estudiada. 

S’ha vist que disminueixen la gravetat de les infeccions intestinals en porcs (Quigley i 

Drew, 2000; Torrallardona et al., 2003; Bhandari et al., 2008) i en un model d’inflamació 

intestinal en rata s’ha demostrat que la suplementació amb SDP protegeix la mucosa 

intestinal d’una sobreestimulació immunitària (Pérez-Bosque et al., 2004 i 2006).  

A més, els efectes beneficiosos de l’SDP no només s’han observat en la mucosa intestinal, 

sinó també a altres mucoses més allunyades com la pulmonar o la genitourinària, que es 

comuniquen gràcies al sistema immunitari mucosal comú. En concret, Campbell et al. 
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(2004) van observar que l’SDP millorava la supervivència de galls d’indi que patien una 

infecció pulmonar per Pasteurella multocida. Altres resultats mostren que l’SDP redueix 

la resposta immunitària pulmonar en un model murí d’inflamació pulmonar aguda, a 

través de mediadors antiinflamatoris. Aquests efectes es deuen a la interacció amb les 

cèl·lules del GALT i mitjançant el sistema immunitari mucosal comú (Maijó et al., 2012a i 

2012b). A més, l’SDP millora la taxa d’èxit en femelles gestants gràcies als seus efectes 

antiinflamatoris tant a la mucosa genitourinària, disminuint el TNF-α i el IFN-γ i 

incrementant el TGF-β1 uterins, com els seus efectes sistèmics, reduint el TNF-α, la 

proteïna C reactiva i el cortisol sanguinis (Song et al., 2015). 

D’altra banda, també s’ha vist que els porcs alimentats amb SDP presenten una davallada 

de l’expressió de citocines proinflàmatòries TNF-α i IL-1β a l’hipotàlem, la hipòfisi i les 

glàndules suprarenals, així com a la melsa, el timus i el fetge (Touchette et al., 2002). 

Aquests resultats demostren que porcs alimentats amb SDP presenten un menor grau 

d’activació de l’eix hipotàlem-hipòfisi-adrenal, eix que està molt vinculat a l’activació del 

sistema immunitari (Carroll et al., 2002). 

En base a que en nombrosos estudis ha quedat demostrat l’efecte antiinflamatori i 

regulador del sistema immunitari, fa del SDP un possible candidat per prevenir la 

immunosenescència i l’inflammaging característics de l’envelliment. 
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Al llarg dels darrers anys, ha incrementat l’interès per promoure un envelliment 

saludable degut a una esperança de vida més llarga. A mida que s’envelleix, hi ha una 

desviació de l’homeòstasi i un increment de la vulnerabilitat a l’estrès ambiental que 

condueix al desenvolupament de patologies com la diabetis, les malalties 

cardiovasculars o els trastorns neurodegeneratius, entre d’altres. 

Durant l’envelliment incrementa l’activació basal inespecífica del sistema immunitari 

que condueix a un estat inflamatori de baixa intensitat però perllongat en el temps, que 

es coneix com “inflammaging” (Franceschi et al., 2007). Aquesta inflamació cursa amb 

un increment sostingut de citocines proinflamatòries i altres mediadors de la 

inflamació, que contribueixen al desenvolupament i progressió de malalties associades 

a l’envelliment.  

El teixit limfoide associat a l’intestí és una primera línia de defensa de l’hoste davant de 

microorganismes patògens. Durant l’envelliment es redueix la integritat de l’epiteli 

intestinal així com la secreció de moc i, fins i tot, canvia el microbioma que, juntament 

amb l’inflammaging implica una disminució de la capacitat de defensa de l’organisme. 

Per tant, com a primer objectiu s’ha plantejat:  

- Caracteritzar l’activació basal inespecífica del teixit limfoide associat a l’intestí 

durant l’envelliment en ratolins amb senescència accelerada. 

En els darrers anys s’ha demostrat que la suplementació dietètica amb proteïnes 

plasmàtiques atenua la inflamació intestinal induïda per l’enterotoxina B 

d’Staphylococcus aureus (SEB) i modula la resposta immunitària intestinal en diferents 

models de rosegadors (Pérez-Bosque et al., 2006 i 2016a). Durant l’envelliment, hi ha 

una davallada progressiva de la funcionalitat del sistema immunitari, que es coneix com 

a immunosenescència, que dificulta la capacitat de generar respostes adaptatives 

contra patògens específics (Fujihashi i Kiyono, 2009). Els individus d’edat avançada, per 

tant, són més susceptibles a patir infeccions sistèmiques. Davant les propietats 

antiinflamatòries i immunomoduladores de les proteïnes plasmàtiques s’ha proposat el 

següent objectiu: 

- Estudiar l’efecte de la suplementació amb proteïnes plasmàtiques sobre la 

resposta immunitària intestinal front l’enterotoxina B d’Staphylococcus 

aureus en ratolins senescents. 
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Tal com s’ha comentat anteriorment, durant la senescència s’incrementa l’activació 

immunitària basal i inespecífica que pot donar lloc a alteracions cognitives. Diferents 

suplements dietètics poden reduir l’activació basal del teixit immunitari associat a 

l’intestí i, a través de la connexió que existeix entre l’intestí i el cervell, millorar les 

disfuncions cognitives associades a l’envelliment. Diversos estudis han demostrat que 

amb una intervenció dietètica adient es pot millorar la capacitat cognitiva, com és el cas 

de les dietes riques en polifenols (Porquet et al., 2013) o en àcids grassos ω-3 (Wu et 

al., 2008). Fruit d’aquestes observacions en la prevenció del deteriorament cognitiu s’ha 

plantejat el tercer objectiu:  

- Determinar els efectes de la suplementació amb proteïnes plasmàtiques sobre 

les alteracions estructurals i funcionals del sistema nerviós central durant 

l’envelliment. 
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1. ANIMALS 

S’han utilitzat mascles de la soca de ratolins amb senescència accelerada (SAM; 

Senescence accelerated mouse) procedents d’una colònia plenament consolidada a la 

Unitat d’Experimentació Animal de Farmàcia dels Centres Científics i Tecnològics de la 

Universitat de Barcelona. Els ratolins s’han mantingut en condicions controlades de 

temperatura (18 - 22°C), humitat relativa (55 %) i en cicles de llum/foscor de 12 h. 

Els ratolins SAM són consanguinis i s’han desenvolupat a partir de la soca AKR/J (Takeda 

et al., 1981). En concret, la soca de ratolins propensos a la senescència accelerada 

(SAMP8; Senescence accelerated mouse prone 8) està especialment indicada per a 

estudis sobre dèficits d’aprenentatge i memòria, així com per a estudis sobre la 

resposta immunitària (Takeda et al., 1997). La soca resistent a la senescència accelerada 

(SAMR1; Senescence accelerated mouse resistant 1) s’ha utilitzat com a animals de 

referència en la caracterització del model. 

La manipulació dels animals al llarg de tot el procés experimental, així com en el seu 

sacrifici, s’ha dut a terme segons els procediments autoritzats pel Comitè Ètic 

d’Experimentació Animal (CEEA, 374/12 i 503/14) de la Universitat de Barcelona i pel 

Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya (DAAM: 

6559 i 7939) seguint les recomanacions de la Federation of European Laboratory Animal 

Science Associations (Guillen, 2012).  

2. PINSOS EXPERIMENTALS 

Fins al moment d’iniciar l’estudi, els ratolins han estat alimentats amb pinso estàndard 

de laboratori (Envigo, Itàlia). L’estudi s’ha fet emprant dos pinsos experimentals, un 

suplementat amb plasma porcí assecat per polvorització (SDP; Spray-dried plasma) i un 

pinso control on s’ha substituït aquest suplement per proteïnes làctiques (Taula 3.1). Els 

pinsos han estat preparats en forma de pellet per APC-Europe, S.L.U. (Espanya) i 

formulats per contenir un 18 % de proteïna, per tal de satisfer els requeriments 

nutricionals d’animals de laboratori d’acord amb el National Research Council (1995). 

El pinso SDP conté 80 g d’SDP per kg. La sang per produir l’SDP es recull en escorxadors i 

prové de porcs sans destinats a consum humà. Seguidament, se li afegeix anticoagulant, 

normalment citrat sòdic, i s’eliminen els eritròcits per centrifugació (Russell i Weaver, 

1996; Coffey i Cromwell, 2001).  
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Aquest ingredient ha estat assecat per polvorització per obtenir un producte en pols 

estable que conté immunoglobulines (17,5 % d’IgG), l’activitat de les quals ha estat 

demostrada per Borg et al. (2002). 

Taula 3.1. Composició dels pinsos experimentals.  

Ingredient (g/kg) Control SDP 

SDP --- 80 

Blat de moro 199,3 308,8 

Llet descremada en pols 530,7 340,5 

Sacarosa 94,5 94,5 

Oli de soja 70 70 

Cel·lulosa 50 50 

AIN-93-G-MX (94046)* 35 35 

AIN-93 VX (94047)* 15 15 

DL-Metionina 2,5 3,2 

Bitartrat de colina 3 3 

*Subministrat per Envigo (Itàlia). 

3. DISSENY EXPERIMENTAL 

Per a la caracterització del teixit limfoide associat a l’intestí (GALT; Gut-associated 

lymphoid tissue) durant l’envelliment, s’han utilitzat ratolins de la soca SAMP8 (P8) i de 

la soca SAMR1 (R1) de 2, 6 i 9 mesos d’edat, alimentats amb pinso estàndard 

d’estabulari. Al final del període experimental s’han sacrificat els ratolins, s’ha extret 

l’intestí prim i el còlon i se n’ha mesurat la seva longitud. També s’ha analitzat el 

percentatge de limfòcits T col·laboradors (Th; T helper) activats i T reguladors (Treg) als 

ganglis limfàtics mesentèrics (GLM) i a les plaques de Peyer (PP). 

Per estudiar els efectes de la suplementació dietètica enfront una inflamació intestinal 

aguda induïda amb l’enterotoxina B d’Staphylococcus aureus (SEB; Staphylococcus 

aureus enterotoxin B) en animals envellits s’han utilitzat 3 grups experimentals: un grup 

de referència de 2 mesos d’edat (2M), alimentat amb pinso estàndard, i dos grups de 6 

mesos d’edat, alimentats amb pinso estàndard fins als 2 mesos i, posteriorment, amb el 

pinso experimental control o bé amb el pinso experimental suplementat amb SDP 

durant 4 mesos, és a dir, fins als 6 mesos d’edat (6M-CTL i 6M-SDP, respectivament). 

Cada grup consta d’un subgrup que ha rebut una dosi de 25 μg de SEB intraperitoneal 
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(i.p.) 24 h abans del sacrifici i d’un subgrup que únicament ha rebut vehicle (Figura 3.1). 

Els ratolins s’han mantingut en gàbies individuals a partir dels 2 mesos d’edat. 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.1. Disseny experimental emprat en l’estudi de la inflamació aguda induïda amb SEB. Grup 2M: 
animals de 2 mesos d’edat alimentats amb pinso estàndard i administrats via i.p. amb vehicle (PBS) 24 h 
abans del sacrifici; grup 2M-SEB: animals de 2 mesos d’edat alimentats amb pinso estàndard i administrats 
via i.p. amb SEB 24 h abans del sacrifici; grup 6M-CTL: animals alimentats amb pinso experimental control 
dels 2 als 6 mesos d’edat i administrats via i.p. amb vehicle 24 h abans del sacrifici; grup 6M-CTL-SEB: 
animals alimentats amb pinso experimental control dels 2 als 6 mesos d’edat i administrats via i.p. amb SEB 
24 h abans del sacrifici; grup 6M-SDP: animals alimentats amb pinso experimental SDP dels 2 als 6 mesos i 
administrats via i.p. amb vehicle 24 h abans del sacrifici; grup 6M-SDP-SEB: animals alimentats amb pinso 
experimental SDP dels 2 als 6 mesos i administrats via i.p. amb SEB 24 h abans del sacrifici. i.p.: 
intraperitoneal; SEB: enterotoxina B d’Sthapylococcus aureus. 

Pels estudis conductuals s’han mantingut els tres grups experimentals (2M, 6M-CTL i 

6M-SDP) i, a més, s’ha afegit un grup experimental de 4 mesos d’edat alimentat amb 

pinso control (4M-CTL) i un altre alimentat amb pinso SDP (4M-SDP) des dels 2 mesos 

fins als 4 mesos d’edat (Figura 3.2). 

Finalment, l’anàlisi dels efectes de la suplementació dietètica sobre variables 

moleculars del sistema nerviós central (SNC) d’animals envellits s’ha realitzat sobre els 

grups 2M, 6M-CTL i 6M-SDP. 

 

 

 

2 mesos

Grups:
2M

2M-SEB

Dieta control
6M-CTL

6M-CTL-SEB

SAMP8 

Dieta SDP

6 mesos

6M-SDP
6M-SDP-SEB

25 μg SEB 
o vehicle

25 μg SEB 
o vehicle

25 μg SEB 
o vehicle



MATERIAL I MÈTODES 

 

46 

 

 

 

 

 

Figura 3.2. Disseny experimental emprat en l’estudi de l’anàlisi conductual. Grup 2M: animals de 2 mesos 
d’edat alimentats amb pinso estàndard; grup 4M-CTL: animals alimentats amb pinso experimental control 
dels 2 als 4 mesos; grup 4M-SDP: animals alimentats amb pinso experimental SDP dels 2 als 4 mesos; grup 
6M-CTL: animals alimentats amb pinso experimental control dels 2 als 6 mesos; grup 6M-SDP: animals 
alimentats amb pinso experimental SDP dels 2 als 6 mesos. 

 

Els animals s’han sacrificat en la mateixa franja horària (entre les 8 i les 11 h del matí) 

per evitar les variacions degudes al ritme circadiari. Els ratolins s’han anestesiat per via 

i.p. amb una barreja de xilacina (Rompun, Bayer Leverkusen, Alemanya) amb ketamina 

(Imalgene, Rhone Mèrieux, França) a una proporció 1:9 mg/kg. La sang s’ha extret per 

punció cardíaca, que comporta la mort de l’animal per hipovolèmia. L’extracció dels 

GLM s’ha realitzat a la zona propera al cec. Seguidament, s’ha extret l’intestí prim, des 

de l’esfínter pilòric fins a la unió ileocecal. S’ha injectat solució amortidora de fosfat 

(PBS; Phosphate buffer solution) fred a la llum intestinal per eliminar el contingut 

intestinal. A continuació, s’ha dipositat l’intestí en una superfície freda per obtenir el 

jejú i s’ha descartat el duodè i l’ili. El jejú s’ha obert longitudinalment per obtenir les PP. 

Als apartats 4.1 i 4.2 es descriu el procediment per aïllar els leucòcits dels GLM i les PP. 

Posteriorment, s’han obtingut mostres de la mucosa de jejú. Per l’obtenció dels 

hemisferis i del còrtex i l’hipocamp, primerament s’han retirat els ossos cranials i, 

posteriorment, s’ha extret l’encèfal, que s’ha dipositat immediatament sobre una 

superfície antiadherent a 4°C. S’ha separat l’hipocamp i el còrtex de cada hemisferi. Les 

mostres s’han congelat amb nitrogen líquid i, posteriorment, s’han mantingut a -80°C 

fins al seu processat.  

4. AÏLLAMENT I MARCATGE LIMFOCITARI  

L’obtenció de limfòcits i el seu posterior marcatge amb anticossos específics permet 

determinar el percentatge de les diferents subpoblacions en un òrgan determinat i, per 

2 mesos
Grups:

2M

Dieta
4 mesos

4M-CTL
4M-SDP

Dieta 6 mesos

6M-CTL
6M-SDP

SAMP8 
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tant, el seu perfil limfocític. L’aïllament consisteix en una disgregació mecànica i digestió 

del teixit.  

El percentatge de les diferents subpoblacions s’estableix en funció de l’expressió de 

diferents marcadors cel·lulars, que s’anomenen clústers de diferenciació. Aquests 

marcadors són reconeguts per anticossos específics que estan conjugats a fluorocroms. 

Finalment, aquestes cèl·lules són comptabilitzades mitjançant un citòmetre de flux, que 

les diferencia en funció de la seva mida, rugositat i intensitat de fluorescència emesa. 

4.1. AÏLLAMENT DE LEUCÒCITS DELS GANGLIS LIMFÀTICS MESENTÈRICS 

En l’aïllament de leucòcits dels GLM no es necessari cap procés de purificació ni de 

separació cel·lular. En aquest teixit, la suspensió leucocítica s’obté per disgregació 

mecànica. Aquesta suspensió s’ha de deixar reposar per tal que sedimentin les restes de 

teixit. 

Procediment: 

Els GLM s’extreuen i es dipositen en RPMI 1640 (Gibco-Invitrogen, EUA) suplementat 

amb un 10 % de sèrum fetal boví (FBS; Fetal bovine serum; Gibco-Invitrogen) fred. Els 

GLM s’han disgregat mecànicament mitjançant un èmbol de xeringa sobre un colador 

d’acer col·locat sobre una placa de Petri de plàstic, en gel i addicionant PBS suplementat 

amb un 5 % (v/v) de FBS (PBS-FBS 5 %). En aquest punt s’eliminen els macròfags, ja que 

queden adherits al plàstic. Seguidament, s’ha recollit la suspensió de limfòcits de la 

placa de Petri mitjançant una pipeta Pasteur de vidre i s’ha dipositat en un tub. La 

suspensió obtinguda s’ha deixat reposar durant 10 min en gel, per tal que les restes de 

teixit sedimentin, i s’ha traspassat el sobrenedant a un altre tub. La suspensió cel·lular 

s’ha centrifugat a 600 g durant 10 min a 4°C i s’ha descartat el sobrenedant. Finalment, 

les cèl·lules s’han resuspès en 1 mL de medi PBS-FBS 5 % i s’han mantingut a 4°C fins a 

realitzar el recompte cel·lular i el posterior marcatge fenotípic (apartats 4.3 i 4.4, 

respectivament).  

4.2. AÏLLAMENT DE LEUCÒCITS DE LES PLAQUES DE PEYER  

De les PP de l’intestí prim, a més de limfòcits també es poden obtenir altres tipus 

cel·lulars, com les cèl·lules epitelials. Per tal d’enriquir la suspensió de limfòcits es 

realitza una purificació mitjançant un gradient de Percoll™. 
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Procediment: 

Després de retirar els GLM, s’ha extret l’intestí prim, s’ha descartat el duodè, i s’ha 

rentat amb PBS fred. L’intestí s’ha dipositat sobre una superfície de vidre a 4°C, s’ha 

eliminat el mesenteri i s’ha obert longitudinalment. Després de l’eliminació del moc 

mitjançant una gasa amarada amb PBS, s’han localitzat i retallat totes les PP.  

Seguidament, les PP s’han disgregat mecànicament, igual que en l’apartat anterior 

(apartat 4.1), i s’ha recollit la suspensió cel·lular. Aquesta suspensió s’ha centrifugat a 

600 g durant 10 min a 4°C i, després de descartar el sobrenedant, s’han resuspès les 

cèl·lules amb Percoll™ (GE Healthcare, Regne Unit) diluït al 40 % en medi RPMI (Gibco-

Invitrogen). La suspensió s’ha dipositat lentament en un tub de vidre sobre Percoll™ 

diluït al 80 %. S’ha centrifugat a 600 g durant 30 min a temperatura ambient i s’ha 

recollit l’anell de limfòcits de la interfase. S’ha tornat a centrifugar a 600 g durant 10 

min a 4°C i s’ha descartat el sobrenedant. Finalment, les cèl·lules s’han resuspès en 

medi PBS-FBS 5 % i s’han mantingut a 4°C fins a realitzar el recompte cel·lular i posterior 

marcatge fenotípic. 

4.3. RECOMPTE I VIABILITAT CEL·LULAR 

La viabilitat aporta informació sobre la idoneïtat del procediment seguit durant 

l’aïllament dels limfòcits. Per discriminar les cèl·lules vives de les mortes s’utilitzen dues 

substàncies fluorescents, taronja d’acridina i bromur d’etidi.  

Las cèl·lules vives són capaces d’incorporar el colorant taronja d’acridina a través d’un 

mecanisme de transport actiu, en canvi, les cèl·lules mortes capten bromur d’etidi per 

difusió passiva.  

Procediment: 

El procediment consisteix en combinar la suspensió cel·lular a la dilució adequada amb 

el colorant vital (Taula 3.2), en una relació 1:1.  

Taula 3.2. Composició del colorant vital. 

Reactiu Concentració Casa comercial 

Taronja d’acridina 3,3 μmol/L Merck 

Bromur d’etidi 50,7 μmol/L Sigma 

Merck (Alemanya), Sigma (EUA). 
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El recompte s’ha realitzat mitjançant una cambra de recompte estandarditzada (Fast 

Read® 10; Sarstedt, Alemanya). Aquesta cambra es comercialitza amb el cobreobjectes 

fix i així s’evita la variació de volum a causa de diferències en l’alçada entre el 

cobreobjectes i el portaobjectes. A l’observar les cèl·lules al microscopi de fluorescència 

sota llum ultraviolada es veuen les cèl·lules vives tenyides de color verd i les cèl·lules 

mortes de color taronja. 

La viabilitat cel·lular s’expressa com el nombre de cèl·lules vives respecte al total de 

cèl·lules comptades. A més, s’ha realitzat el recompte cel·lular, que s’expressa com a 

nombre de leucòcits vius per µL. La fórmula utilitzada és la següent: 

a on: 160 és el nombre de quadres que ocupa 1 μL de suspensió.  

Les viabilitats cel·lulars obtingudes en totes les tandes experimentals que s’han dut a 

terme són, com a mínim, del 75 %. 

4.4. MARCATGE FENOTÍPIC DE LIMFÒCITS PER IMMUNOFLUORESCÈNCIA 

Una vegada obtingudes les suspensions cel·lulars es realitza el marcatge. La 

caracterització fenotípica de les subpoblacions limfocitàries es realitza mitjançant el 

marcatge amb anticossos monoclonals específics per determinades molècules de ratolí. 

Gràcies als diferents marcadors cel·lulars, és a dir, als clústers de diferenciació, és 

possible discriminar les diferents subpoblacions limfocítiques d’una suspensió cel·lular. 

En aquest cas s’ha determinat el percentatge de limfòcits Th (CD4+), de limfòcits Th 

activats (CD4+CD25+FoxP3-) i de limfòcits Treg (CD4+CD25+FoxP3+).  

Procediment: 

El marcatge fenotípic s’ha realitzat amb 3x105 i 1,5x105 cèl·lules de les suspensions 

obtingudes en els apartats anteriors (4.1 i 4.2, respectivament). Primerament, s’ha 

realitzat el marcatge directe amb els anticossos primaris específics per a molècules de la 

superfície cel·lular (CD4 i CD25; Taula 3.3) durant 30 min a 4°C. Seguidament, les 

cèl·lules s’han rentat amb PBS-FBS 2 % per descartar l’anticòs no unit i s’han centrifugat 

a 600 g durant 5 min a 4°C, descartant posteriorment el sobrenedant. A continuació, 

s’ha afegit el paraformaldehid (Sigma, EUA) al 4 % en PBS a cada tub i s’ha resuspès 

amb l’ajuda d’un vòrtex. Per realitzar el marcatge intracel·lular amb l’anticòs 

nº leucòcits/μL suspensió = x 160 nº de leucòcits vius x dilució 

nº de quadres comptats 
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monoclonal dirigit contra FoxP3 s’ha de permeabilitzar la mostra amb PBS suplementat 

a l’1 % amb tritó (Fluka, Suïssa) durant 20 min a 4°C. Posteriorment, les mostres s’han 

rentat amb PBS-FBS 2 % i s’han tornat a centrifugar a 600 g durant 5 min a 4°C, 

descartant el sobrenedant. Posteriorment, les cèl·lules s’han incubat amb l’anticòs 

monoclonal contra una proteïna intracel·lular (FoxP3). Per últim, s’ha procedit a la 

fixació i conservació de les mostres amb paraformaldehid. Els tubs s’han conservat a 4°C 

protegits de la llum fins al moment de l’anàlisi per citometria de flux (apartat 4.5). 

Taula 3.3. Anticossos emprats en el marcatge fenotípic de les 
poblacions limfocitàries.  

Antigen Clon Fluorocrom Casa comercial 

CD4 RM4-5 PerCP eBioscience 

CD25 PC61.5 FITC eBioscience 

FoxP3 FJK-16s PE eBioscience 

eBioscience (EUA). PerCP: proteïna de clorofil·la peridinina; FITC: 
isotiocianat de fluoresceïna; PE: ficoeritrina. 

4.5. ANÀLISI DE LES POBLACIONS LIMFOCITÀRIES 

Les suspensions de limfòcits marcats amb anticossos monoclonals s’han analitzat en un 

citòmetre de flux Gallios Flow cytometer (Beckman Coulter, EUA) de la Unitat de 

Citometria dels Centres Científics i Tecnològics del Parc Científic de Barcelona. Aquest 

aparell permet diferenciar les cèl·lules en funció de la seva mida i de la seva rugositat, 

així com en funció de la fluorescència emesa, en el cas de que es tractin de partícules 

marcades amb fluorocroms.  

Procediment: 

La suspensió cel·lular marcada s’introdueix en una cambra de flux amb un volum molt 

més gran de solució salina, amb la finalitat de crear un corrent capil·lar de líquid que 

disposi a les cèl·lules separades entre sí. Quan una cèl·lula passa a través d’un feix de 

làser, fa que la llum es dispersi; si hi ha molècules de fluorocrom unides a la cèl·lula, 

aquestes seran excitades i emetran fluorescència. A continuació, els fotomultiplicadors 

detecten les propietats òptiques, tant de la llum dispersada (que proporciona 

informació sobre la mida i la rugositat de cada cèl·lula) com de l’emissió de 

fluorescència (que aporta informació dels anticossos marcats units a la cèl·lula i, per 

tant, de la presència de les proteïnes estudiades). 



MATERIAL I MÈTODES 

 

51 

CONFIGURACIÓ DEL CITÒMETRE DE FLUX 

Per poder realitzar una anàlisi reproduïble i fiable, és necessari posar a punt la 

configuració de l’equip per tal d’adaptar-lo a la mostra. 

L’excitació s’ha realitzat amb un làser d’ió argó, d’una longitud d’ona de 488 nm, a 15 

mW de potencia. 

Els paràmetres adquirits han estat els següents: 

FSC (forward scatter): representa la dispersió frontal, la quantitat de llum desviada en 

la mateixa direcció que el feix de llum incident. Aquest paràmetre aporta informació 

sobre la mida de la cèl·lula. 

SSC (side scatter): representa la dispersió lateral, la quantitat de llum desviada 90° 

respecte la direcció del feix de llum incident. Aquest paràmetre discrimina en funció de 

les característiques morfològiques de la cèl·lula, com la rugositat o el nombre 

d’orgànuls. 

Fluorescència: la fluorescència verda (FITC) es mesura amb un filtre de pas de banda de 

525 nm; la fluorescència taronja (PE) es mesura amb un filtre de pas de banda de 575 

nm; i la fluorescència vermella (PerCP) es mesura amb un filtre de pas de banda de 695 

nm. Aquest paràmetre aporta informació sobre la quantitat d’anticòs que està unit a 

cada cèl·lula, per tant, el percentatge de cèl·lules que expressen cada marcador.  

El citograma FSC/SSC, és a dir, la dispersió frontal respecte la dispersió en angle recte, 

proporciona una gràfica que conté tots els elements presents en la mostra (Figura 

3.3A). La finestra d’adquisició s’estableix en funció de la mida i la rugositat de les 

cèl·lules i delimita la població a estudiar, en aquest cas la població limfocitària.  

Les cèl·lules ubicades dins de la finestra d’adquisició són representades mitjançant un 

histograma que les representa en funció de la quantitat de fluorescència emesa en la 

llum vermella (PercP), que en aquest cas marca la presència de CD4 (Figura 3.3B). Tal 

com es pot observar en la figura es defineixen dues poblacions, una negativa (CD4-) i 

una positiva (CD4+, limfòcits Th). A continuació, les cèl·lules CD4+ són representades 

mitjançant un citograma biparamètric de dispersió, en el qual la fluorescència de cada 

cèl·lula per l’anticòs específic per CD25 es confronta amb el marcatge de FoxP3 (Figura 

3.3C). Els resultats s’han analitzat utilitzant el Software Flowjo (Treestar Inc., EUA). 
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Figura 3.3. Citograma d’una suspensió cel·lular. A: Finestra d’adquisició; aquesta finestra es defineix en 
funció de la mida de les cèl·lules i de la seva rugositat i estableix la població limfocitària. B: Histograma de 
fluorescència. Aquesta gràfica representa les cèl·lules en funció de la presència de CD4; CD4-, CD4+ 
(limfòcits Th). C: Citograma biparamètric. En aquest diagrama es confronta la presència de CD25 amb la de 
FoxP3. 

5. QUANTIFICACIÓ DE CITOCINES PER CITOMETRIA DE FLUX  

La quantificació de citocines en mostres sèriques i de còrtex s’ha realitzat mitjançant la 

tècnica de citometria de flux amb microesferes utilitzant el Bio-Plex Pro™ Cytokine, 

Chemokine and Growth Factor Assays (Bio-Rad, EUA).  

Aquesta tècnica es fonamenta en la reacció de l’anticòs específic contra l’antigen 

(citocina). L’immunocomplex format resta lligat a una microesfera portadora de 

l’anticòs de captura específic. En funció de la concentració d’analit present a la mostra 

hi haurà una major o menor unió a la microesfera. En afegir l’anticòs de detecció 

conjugat a biotina i dirigit contra l’analit a determinar es forma un complex tipus 

sandvitx. Finalment, la immunoreacció es pot visualitzar per l’addició d’estreptavidina 

conjugada a ficoeritrina (PE; Phicoerythrin), que és el marcador fluorescent (Figura 3.4). 

 

 

 

Figura 3.4. Representació de l’immunocomplex tipus 
sandvitx lligat a la microesfera.  

A B C 
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El Bio-Plex Pro™ és un assaig multiplexat que inclou microesferes que permeten la 

detecció simultània de diferents molècules solubles en una mateixa mostra, en aquest 

cas citocines de ratolí. 

Aquestes microesferes, recobertes d’anticossos de captura específics per a una 

determinada proteïna, es diferencien entre si per la seva emissió/intensitat de 

fluorescència. D’aquesta manera, cada intensitat de fluorescència està associada a una 

citocina concreta.  

A cada població de microesferes se li assigna una posició alfanumèrica en una matriu, 

en funció de la seva intensitat de fluorescència, indicant la seva posició en relació a les 

altres microesferes. 

Finalment, la quantitat de citocina que ha quedat lligada a cada microesfera és 

detectada mitjançant un anticòs de detecció específic conjugat a un fluorocrom, en 

aquest cas la PE.  

Procediment: 

Abans d’iniciar l’assaig, cal preparar les dilucions seriades de l’estàndard i les mescles 

corresponents de les microesferes de captura i dels anticossos de detecció conjugats a 

PE.  

Un cop preparats els estàndards, les mostres problema i els reactius a utilitzar en 

aquest assaig, es barreja la mescla de microesferes de captura amb l’estàndard o 

mostra problema, i s’incuba durant 30 min a temperatura ambient i en agitació 

constant. Passat aquest temps, s’afegeix la mescla d’anticossos de detecció, es barregen 

suaument i s’incuben 30 min, a temperatura ambient, en agitació i en foscor. 

Posteriorment, s’addiciona l’estreptavidina-PE i s’incuba 10 min, en agitació i protegit 

de la llum. Finalment s’analitza per citometria de flux. 

La quantificació de les mostres s’ha realitzat amb el citòmetre de flux Gallios Flow 

cytometer (Beckman Coulter, EUA) de la Unitat de Citometria dels Centres Científics i 

Tecnològics de la Universitat de Barcelona. Els resultats s’han analitzat utilitzant el 

Software Flowjo (Treestar Inc.). 

Per tal de visualitzar de forma gràfica l’adquisició i anàlisi final de les mostres objecte 

d’estudi, a la Figura 3.5 es mostren histogrames representatius obtinguts a partir d’una 
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mostra problema determinada. A la Figura 3.5A s’observa la població total de 

microesferes, la qual se selecciona en base a la seva mida (FSC) i complexitat de 

superfície (SSC). A la Figura 3.5B es mostra la localització alfanumèrica diferencial de les 

3 microesferes emprades per a la quantificació de les citocines IL-6, IL-10 i TNF-α, en 

funció dels senyals emesos pels detectors APC (representat en abscisses) i APC-Cy7 

(representat en ordenades). A la Figura 3.5C es pot observar l’histograma de la 

fluorescència emesa per cada una de les microesferes quantificades i s’obté la mitjana 

geomètrica de la fluorescència emesa pel conjunt de microesferes per cada citocina. 

Aquests histogrames s’obtenen per cadascuna de les mostres. 

Figura 3.5. Citograma d’una suspensió de microesferes. A: Finestra d’adquisició; aquesta finestra es 
defineix en funció de la mida i la rugositat de les microesferes. B: Citograma biparamètric. En aquest 
diagrama es localitzen els 3 tipus de microesferes emprades per a la quantificació de les citocines IL-6, IL-10 
i TNF-α, en funció la fluorescència emesa pels diferents tipus de microesferes. C: Histograma de la 
fluorescència emesa per cada conjunt de microesferes, indicativa de la quantitat de citocina detectada. 

6. ANÀLISI CONDUCTUAL

Per estudiar els efectes de la suplementació amb SDP sobre les funcions cognitives, s’ha 

realitzat el test de reconeixement d’objectes (NORT; Novel object recognition test) i el 

laberint d’aigua de Morris (MWM; Morris water maze). Els ratolins han realitzat una 

única vegada aquests tests i cada vegada han realitzat el NORT prèviament al MWM. 

6.1. TEST DE RECONEIXEMENT D’OBJECTES 

El NORT s’ha utilitzat per estudiar els efectes del pinso suplementat amb SDP sobre la 

memòria a curt i a llarg termini. Aquest test consisteix en determinar la diferència de 

A B C 



MATERIAL I MÈTODES 

55 

temps d’exploració entre un objecte nou i un objecte familiar. Aquesta prova es basa en 

la capacitat exploratòria espontània dels rosegadors davant un objecte nou. 

Ennaceur i Delacour (1988) van estudiar per primer cop la prova de reconeixement 

d’objectes en rosegadors i ha esdevingut un model àmpliament utilitzat per la 

investigació de les alteracions de memòria després de dany cerebral o de tractaments 

farmacològics o dietètics, entre d’altres (Khan et al., 2016; Dal-Pan et al., 2016; Saykally 

et al., 2012). 

Quan els animals estan en contacte amb un objecte familiar i un de nou, tenen una 

tendència espontània a passar més temps amb l’objecte nou (Ennaceur, 2010). 

Prèviament a la realització del test, hi ha un període d’habituació al laberint on es 

realitzarà la prova. L’habituació és necessària perquè l’ambient on es realitza el test pot 

modificar la conducta de l’animal. La preferència per l’objecte nou significa que la 

presentació de l’objecte familiar existeix en la memòria de l’animal i, per tant, el que es 

mesura és la memòria episòdica, que consisteix en la capacitat de recordar successos 

ocorreguts amb anterioritat durant un cert període de temps (Ennaceur, 2010). 

Procediment: 

El test s’ha realitzat en un laberint de metacrilat negre de dos braços de 25 cm de llarg x 

5 cm d’amplada x 20 cm d’alçada disposats en un angle de 90° (Figura 3.6). A l’extrem 

de cada braç del laberint s’ha col·locat un objecte que pot ser igual al de l’altre braç o 

diferent en forma i color, depenent de la fase de l’experiment. El laberint i els objectes 

es netegen amb etanol 70 % abans de començar el test, per tal d’eliminar olors. 

Figura 3.6. Imatge de dos laberints on es realitza el NORT. 
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Aquest test consta de les següents fases: 

- Habituació: per tal d’acostumar els ratolins a l’espai on s’ha realitzat el test,

s’ha col·locat cada animal en el laberint durant 10 min diaris, 3 dies previs a la

realització de la fase de la familiarització.

- Familiarització: s’han situat dos objectes idèntics (de 5 cm d’alçada), un a cada

extrem del laberint. A continuació, s’ha col·locat el ratolí en el punt

d’intersecció dels dos braços del laberint, s’ha permès l’exploració dels objectes

durant 10 min i s’ha anotat el temps d’exploració de cada objecte. S’ha

considerat com a temps d’exploració el temps en que el nas del ratolí està a

menys d’1 cm de distància de l’objecte, sense que el rosegui. Durant aquesta

fase els dos objectes han estat nous i, per tant, el temps transcorregut en

l’exploració dels dos objectes ha de ser similar. Els objectes són de plàstic, de

formes irrellevants i desconegudes pels ratolins.

- Primer test de retenció: que avalua la memòria a curt termini. Aquest test s’ha

realitzat 2 h després de la fase de familiarització. En un dels extrems del laberint

s’ha mantingut l’objecte familiar (emprat en la fase anterior), mentre que en

l’altre extrem del laberint s’ha disposat d’un objecte diferent. Novament, s’ha

col·locat el ratolí en el punt d’intersecció dels dos braços del laberint, s’ha

permès l’exploració dels objectes durant 10 min i s’ha anotat el temps

d’exploració de cada objecte. En aquesta fase s’ha calculat l’índex de

discriminació (ID), entès com:

On TN és el temps d’exploració de l’objecte nou i TV el temps d’exploració de 

l’objecte vell. 

- Segon test de retenció: que avalua la memòria a llarg termini. Aquests test s’ha

realitzat 24 h després de la fase de familiarització. S’ha mantingut l’objecte

conegut de les fases anteriors en la mateixa posició i s’ha canviat l’objecte nou

(del primer test de retenció) per un altre de diferent. Es procedeix igual que en

la prova de memòria a curt termini i també s’ha calculat l’ID.

ID = 
TN - TV 

TN + TV 
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6.2. LABERINT D’AIGUA DE MORRIS

La memòria espacial consisteix en múltiples mecanismes especialitzats en codificar, 

emmagatzemar i recuperar informació sobre rutes, configuracions i localitzacions 

espacials (Kessels et al., 2001). El laberint d’aigua va ser dissenyat per Morris et al. 

(1982) i és un dels models més utilitzats per a l’estudi de la memòria espacial en els 

rosegadors. En aquest laberint els animals han de nedar per localitzar una plataforma 

oculta. Aquest test resulta d’especial interès, ja que no necessita de la privació d’aigua o 

menjar per motivar la conducta (Vicens et al., 2003). Tot i això, la immersió en aigua pot 

incrementar el nivell d’estrès dels animals, fet que s’ha de tenir en compte quan s’aplica 

aquest model. 

Procediment: 

El test s’ha realitzat en una piscina circular de 100 cm de diàmetre per 50 cm d’alçada i 

omplerta amb aigua fins la meitat, a una temperatura de 22 ± 2°C. S’han definit dos 

eixos perpendiculars que travessen la piscina, de manera que aquesta ha quedat 

dividida en quatre quadrants: nord-est (NE), sud-est (SE), sud-oest (SO) i nord-oest 

(NO). S’han col·locat 4 pistes visuals de diferent forma i color a les parets de la piscina, 

una en cada eix perpendicular, per tal de possibilitar l’orientació espacial dels ratolins 

(Figura 3.7). S’ha afegit làtex (Latex Compound Española S.A., Espanya) a l’aigua de la 

piscina per tal de tornar-la opaca i, d’aquesta manera, ocultar la plataforma blanca (de 

10 cm de diàmetre) situada en el mig del quadrant nord-est i submergida 1 cm per sota 

de la superfície de l’aigua. A més, s’han establert 5 punts d’inici dels assajos, repartits 

entre els 3 quadrants on no estava la plataforma, des d’on els ratolins han començat el 

recorregut cap a la plataforma.  

Figura 3.7. Representació dels elements necessaris per realitzar el test de MWM. Inclou la piscina circular, 
dividida en 4 quadrants, on cada número indica els 5 punts d’inici dels assajos, les pistes visuals situades a 
la paret de la piscina, i localització de la plataforma en el quadrant NE, representada per una el·lipse rosa. 
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Les trajectòries recorregudes s’han enregistrat mitjançant una càmera de vídeo situada 

al sostre, en el centre de la piscina. Les dades s’han analitzat amb SMART v3.0 (Panlab 

S.L., Espanya).

El test s’ha realitzat sempre en la mateixa franja horària (17-20 h) per evitar variacions 

associades al ritme circadiari. 

Aquest test consta de les següents fases: 

- Fase d’aprenentatge: en aquesta fase s’han realitzat 5 assajos durant 6 dies

consecutius. Els ratolins s’han introduït a la piscina des de 5 punts diferents

cada dia, en ordre aleatori i sense temps de descans entre cada assaig. En cada

assaig, el ratolí s’ha col·locat a la piscina suaument i mirant cap a la paret

d’aquesta i se li ha permès nedar durant 60 s. Si en aquest temps no ha trobat

la plataforma oculta se l’ha guiat fins a ella. En cada assaig s’ha deixat que el

ratolí romangués durant 30 s a sobre de la plataforma per fomentar l’orientació

espacial. Durant aquesta fase s’ha avaluat diàriament el temps que han trigat

els ratolins en trobar la plataforma i s’ha calculat la mitjana dels 5 assaigs per

cada dia i per cada ratolí. A partir d’aquestes dades s’ha establert la corba

d’aprenentatge.

- Test: aquesta fase s’ha realitzat el setè dia d’experiment, 24 h després de l’últim

assaig de la fase d’aprenentatge. S’ha retirat la plataforma de la piscina i s’ha

deixat el ratolí des del punt més allunyat del quadrant diana (quadrant nord-

est), des del punt 3. Els ratolins han nedat durant 60 s. En aquesta fase s’ha

avaluat el temps que l’animal ha passat en cada quadrant així com en la zona de

plataforma, les vegades que el ratolí ha creuat per la zona de la plataforma i,

finalment, també s’han obtingut la trajectòria realitzada per cada ratolí. Si

l’animal ha aconseguit aprendre estarà més temps en la zona diana que en la

resta de quadrants.

7. EXPRESSIÓ GÈNICA

La quantitat d’RNA d’un gen determinat indica el grau d’expressió d’aquest gen. En 

primer lloc cal aïllar tot l’RNA d’una mostra i posteriorment cal sintetitzar una còpia en 

DNA (cDNA) de l’RNA aïllat, ja que el DNA és molt més estable que l’RNA. A continuació 

s’amplifica la seqüència d’interès per quantificar l’RNA d’interès. Aquesta quantitat 
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d’RNA es normalitza amb l’expressió d’un gen de referència no modificat per les nostres 

condicions. 

7.1. OBTENCIÓ DE L’RNA I DEL CDNA 

L’RNA de les mostres s’ha obtingut mitjançant el mètode d’extracció fenòlica. Aquest 

mètode es basa en l’ús d’una solució monofàsica de fenol i isocianat de guanidina per la 

lisis de les cèl·lules i la separació de la mostra en dues fases (aquosa i orgànica). A 

continuació, a partir de la fase aquosa es fa una precipitació de l’RNA total amb 

isopropanol. Una vegada s’ha aïllat l’RNA s’ha retrotranscrit a DNA complementari 

(cDNA). El pas d’RNA a cDNA s’aconsegueix per acció d’una retrotranscriptasa, enzim 

capaç de sintetitzar una cadena de DNA utilitzant RNA com a motlle.  

Procediment: 

Per extreure l’RNA, s’han homogeneïtzat les mostres amb PurezolTM (Bio-Rad) i s’ha 

deixat actuar durant 5 min. A continuació, s’ha afegit cloroform (Sigma) i s’ha 

centrifugat a 12000 g a 4°C durant 15 min. Seguidament, s’ha recollit la fase aquosa en 

un tub nou i s’ha afegit la mateixa proporció d’isopropanol fred (Sigma). S’ha agitat i 

s’ha incubat durant 10 min per tal que precipiti l’RNA. Posteriorment, s’ha tornat a 

centrifugar a 12000 g a 4°C durant 15 min i el precipitat s’ha rentat amb etanol 70 % 

(Sigma). S’ha centrifugat a 8500 g a 4°C durant 5 min i s’ha eliminat l’etanol. Finalment, 

s’han resuspès les mostres amb aigua lliure d’RNAsa (Invitrogen, EUA). Durant tot el 

procés les mostres s’han mantingut en gel per evitar la degradació de l’RNA. 

L’RNA s’ha quantificat amb el Nanodrop™ (Thermo Fisher Scientific, Inc., EUA). Per 

determinar la concentració d’RNA s’ha mesurat l’absorbància a 260 nm i a 280 nm. 

L’absorbància a 260 nm indica la concentració d’RNA i el quocient entre l’absorbància a 

260 nm i a 280 nm indica la puresa de la mostra, que cal que sigui molt proper a 2. 

Totes les mostres han obtingut un quocient superior a 1,94. 

S’han retrotranscrit 5 μg d’RNA mitjançant el kit iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad).  
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7.2. REACCIÓ EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TEMPS REAL O RT-PCR 

La reacció en cadena de la polimerasa (PCR; Polimerase Chain Reaction) és un mètode 

in vitro per a la síntesi de seqüències de DNA. La tècnica de PCR, a més d’utilitzar-se 

com una tècnica qualitativa, també pot emprar-se quantitativament per comparar 

l’abundància d’un gen d’interès respecte un gen de referència.  

Per comparar l’expressió del gen d’interès amb l’expressió d’un gen control de 

referència, cal que aquest no variï entre les diferents condicions experimentals. S’ha 

utilitzat com a gen de referència β-glucuronidasa (GUSB) per la caracterització del GALT 

i per l’estudi dels efectes de l’SDP enfront una inflamació intestinal aguda induïda per 

SEB; i el gen fosforibosiltransferasa hipoxantina 1 (HPRT1; Hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1) per l’estudi dels efectes de l’SDP sobre el teixit cerebral.  

En la PCR a temps real, els processos d’amplificació i detecció es produeixen de forma 

simultània. La quantitat d’RNA amplificat en cada cicle es mesura mitjançant l’emissió 

de fluorescència, ja que el marcador fluorescent s’activa quan es forma un dúplex de 

DNA.  

Procediment: 

Per a la PCR en temps real, s’han utilitzat els encebadors per cada gen d’interès (Taula 

3.4) a 0,2 μmol/L i SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad).  

La PCR en temps real s’ha dut a terme amb MiniOpticon Real-Time PCR System (Bio-

Rad). Les mostres s’han determinat per duplicat i la mitjana dels valors s’ha utilitzat per 

a la quantificació que s’ha dut a terme seguint el mètode 2-ΔΔCT (Livak i Schmittgen, 

2001). 
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Taula 3.4. Seqüències dels encebadors utilitzats. 

Icam-1: molècula d’adhesió intercel·lular 1; GUSB: β-glucuronidasa; IFN-γ: interferó γ; IL-1β: interleucina 
1β; IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina 10; SOD: superòxid dismutasa; TGF-β: factor de creixement 
transformador β; TNF-α: factor de necrosi tumoral α; Vcam-1: molècula d’adhesió de cèl·lules vasculars 1; 
HPRT1: fosforibosiltransferasa hipoxantina 1. 

8. DETERMINACIÓ DE LA PERMEABILITAT CEREBRAL AMB
BLAU D’EVANS

La barrera hematoencefàlica limita i regula l’intercanvi de substàncies entre la sang i el 

parènquima cerebral, de manera que la seva integritat és imprescindible per al 

manteniment de l’homeòstasi del SNC. Per a la determinació de la permeabilitat 

cerebral és habitual la utilització de marcadors fluorescents, en aquest cas s’ha utilitzat 

blau d’Evans (EB; Evans blue, Sigma), que s’uneix ràpidament a l’albúmina plasmàtica. 

La seva extravasació al parènquima cerebral indica una alteració de la barrera 

hematoencefàlica. 

Procediment: 

S’ha seguit el mètode descrit per Yanai et al. (2016). S’ha preparat una suspensió estèril 

al 2,5 % d’EB (p/v) en NaCl 0,9 %, que s’ha mantingut en agitació i protegida de la llum. 

Gen Forward Reverse Mida 

Catalasa 5’-TTTCACTGACGAGATGGCAC-3’ 5’-GTGGGTGACCTCAAAGTATCC-3’ 100 bp 

Icam-1 5’-CTGTGAAATGCCACCTTTTGA-3’ 5’-GAGTCAAAGGTTTGGAAGCAG-3’ 98 bp 

IFN-γ 5’-CCTTCTTCAGCAACAGCAAGGCG-3’ 5’-CTTGGCGCTGGACCTGTGGG-3’ 87 bp 

IL-1β 5’-TGTGAAATGCCACCTTTTGA-3’ 5’-GGTCAAAGGTTTGGAAGCAG -3’ 94 bp 

IL-6 5’-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC-3’ 5’-TGATGCACTTGCAGAAAACA-3’ 109 bp 

IL-10 5’-GGCGCTGTCATCGATTTCTCCCC-3’ 5’-TGGCCTTGTAGACACCTTGGTCTT-3’ 102 bp 

SOD 5’-ACAATACACAAGGCTGTACCAGT-3’ 5’-CCAGGTCTCCAACATGCCTC-3’ 99 bp 

TGF-β 5’-CAGTGGCTGAACCAAGGAGACGG-3’ 5’-CCCCGACGTTTGGGGCTGATC -3’ 119 bp 

TNF-α 5’-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3’ 5’-AGGGTCTGGGCCATAGAACT -3’ 103 bp 

Vcam-1 5’-CCTCGCTAGGTTACACAGTGG-3’ 5’-TGGGGGCAACGTTGACATA-3’ 86 bp 

GUSB 5’-CCG ATT ATC CAG AGC GAG TAT G-3’ 5’-CTC AGC GGT GAC TGG TTC G-3’ 97 bp 

HPRT1 5’-TGGATACAGGCCAGACTTTGTT-3’ 5’-CAGATTCAACTTGCGCTCATC-3’ 163 bp 
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Una hora abans del sacrifici s’ha administrat la suspensió d’EB a una dosi de 0,125 g/kg 

per la vena caudal, per tal de que la molècula difongués per tot l’organisme i així 

aconseguir una bona distribució d’aquest marcador. 

Els ratolins han estat anestesiats amb una barreja de xilacina/ketamina (1:9 mg/kg). 

Una vegada comprovada l’absència de reflexos, s’ha realitzat la perfusió dels animals 

amb PBS (pH = 7,4). 

Per realitzar la perfusió s’ha obert la caixa toràcica del ratolí i s’ha inserit una agulla 

acoblada a una xeringa amb 50 mL de PBS al ventricle esquerre (Figura 3.8). 

Seguidament, s’ha tallat l’aurícula dreta per iniciar la perfusió de l’organisme per 

gravetat. 
 

 

 

Figura 3.8. Representació del sistema de perfusió. 

Un cop acabada la perfusió, s’han extret els ossos cranials per deixar al descobert el 

cervell i s’han separat els 2 hemisferis. Les mostres s’han congelat amb nitrogen líquid 

immediatament i s’han mantingut a -80°C fins a ser processades. 

Una vegada pesades, les mostres de cervell s’han homogeneïtzat a raó de 1:5 (p/v) amb 

un politró PRO (Scientific Inc, EUA) amb una solució al 50 % (p/v) d’àcid tricloroacètic 

(TCA, Sigma) i NaCl 0,9 % (Fluka). A continuació, s’ha centrifugat a 20000 g durant 20 

min a 4°C. Per la seva determinació s’ha preparat una recta patró a partir de la solució 

mare d’EB 25 mg/mL, i s’han fet dilucions seriades amb la solució al 50 % (p/v) de TCA 

en NaCl 0,9 % fins a obtenir diferents concentracions d’EB compreses entre 0,016 i 10 

μg/mL. A continuació, s’ha traspassat la mostra o el patró a una placa de 96 pous i, 

posteriorment, s’ha afegit etanol 95 % (J. T. Baker, EUA) per estabilitzar la mostra. La 

determinació de la fluorescència (λex = 620 i λem = 680 nm) s’ha realitzat amb el 

fluorímetre Modulus II (Turner Biosystems, EUA). La concentració d’EB de cada mostra 

s’ha calculat interpolant el valor de fluorescència de la mostra a la recta patró. Els 

resultats s’han expressat com a μg d’EB per g de teixit. 
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9.  DETERMINACIÓ DE PROTEÏNES 

Pels estudis sobre la determinació de peròxid d’hidrogen, de malondialdehid (MDA) així 

com per la realització de la tècnica de Western Blot (apartats 10, 11 i 12, 

respectivament), s’ha requerit conèixer la concentració de proteïnes de les mostres 

d’estudi. Prèviament a aquesta determinació, s’han homogeneïtzat les mostres. 

9.1. HOMOGENEÏTZACIÓ DE LES MOSTRES 

Es coneix com el procés de disrupció d'una cèl·lula o teixit per mitjans mecànics i/o 

químics i la dispersió dels seus components en un medi aquós. En aquest treball s’han 

utilitzat mostres d’hemisferi cerebral, de còrtex i d’hipocamp. 

Procediment: 

Les mostres s’han homogeneïtzat mitjançant un politró PRO (Scientific Inc) a 20000 rpm 

en tampó de lisi (Taula 3.5). Els homogenats s’han centrifugat a 20000 g i a 4°C durant 

20 min amb la Centrifuge 5417R (Eppendorf, Alemanya) i s’han conservat a -80°C fins el 

moment de realitzar les determinacions. 

Taula 3.5. Composició del tampó de lisi. 

Reactiu Concentració Casa comercial 

Tris-HCl 50 mM Sigma 

NaCl 150 mM Sigma 

EDTA 2 mM Sigma 

Tritó 1 % Sigma 

PMSF 1 mM Sigma 

DTT 1 mM Sigma 

Còctel inhibidor de proteases 2 % Sigma 

Sigma (EUA). DTT: ditiotreitol; EDTA: àcid etilendiaminotetracètic; PMSF: fluorur de 
fenilmetilsulfonil.  

9.2. DETERMINACIÓ DE PROTEÏNES 

La concentració de proteïnes s’ha determinat seguint el mètode descrit per Bradford 

(1976), on s’utilitza l’albúmina sèrica bovina (BSA; Bovine serum albumin; Sigma) com a 

estàndard. S’ha emprat el reactiu Bio-Rad® (Bio-Rad), que conté Coomassie Brillant Blue 
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G-250 que, en medi àcid, es combina ràpidament amb les proteïnes i forma un complex

de color blau que és estable durant aproximadament 1 h.

Procediment: 

El procediment seguit ha estat el mateix per la recta patró que per a les mostres a 

determinar. S’ha preparat una recta patró a partir de la solució mare de BSA 1 mg/mL, i 

s’han fet dilucions seriades amb PBS fins a obtenir diferents concentracions de BSA 

compreses entre 15,6 i 1000 μg/mL. Tot seguit, s’ha preparat el colorant Bio-Rad®, 

diluint-lo amb aigua miliQ a una proporció 1:5 i filtrant-lo a través d’un filtre Whatman® 

(Whatman International, Regne Unit). A continuació, s’ha barrejat l’àcid fòrmic, la 

mostra diluïda o l’estàndard i, posteriorment, s’ha afegit el reactiu Bio-Rad diluït. S’ha 

mesurat l’absorbància en un espectrofotòmetre a 595 nm Sunrise (Tecan, Suïssa). La 

concentració de proteïnes de cada mostra s’ha calculat interpolant el valor 

d’absorbància de la mostra a la recta patró de BSA que s’ha preparat per cada assaig. 

10. DETERMINACIÓ DE PERÒXID D’HIDROGEN

El peròxid d’hidrogen és una espècie reactiva d’oxigen (ROS, Reactive oxygen species) 

produïda a través del metabolisme molecular de l’oxigen i actua com a missatger en la 

senyalització intracel·lular i com a font d’estrès oxidatiu. Una producció elevada de ROS 

contribueix al dany cel·lular. S’ha determinat la concentració de peròxid d’hidrogen en 

els homogenats de còrtex i d’hipocamp mitjançant el Fluorimetric Hydrogen Peroxide 

Assay Kit (Sigma). El kit utilitza un substrat de la peroxidasa que genera un producte 

amb fluorescència vermella després de reaccionar amb el peròxid d’hidrogen. 

Procediment: 

Abans d’iniciar l’assaig, s’han preparat les dilucions seriades de l’estàndard, a partir del 

peròxid d’hidrogen subministrat pel propi kit. La recta patró ha inclòs des de 0,01 fins a 

10 μM. Seguidament, les mostres s’han diluït a 1/10 i s’han afegit a cada pou d’una 

placa de 96 pous negra. A continuació, s’ha preparat la barreja de reacció, que és 

estable durant 2 h, s’ha afegit i s’ha incubat durant 30 min a temperatura ambient, en 

agitació i protegit de la llum. Finalment, s’ha determinat la intensitat de fluorescència 

(λex = 540 i λem = 590 nm) amb el fluorímetre Modulus II (Turner Biosystems). Els 

resultats s’han expressat com a nmol de peròxid d’hidrogen per g de proteïna. 
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11. DETERMINACIÓ DE MALONDIALDEHID 

Com a conseqüència del metabolisme cel·lular normal es produeixen radicals lliures 

que, generalment, són eliminats per enzims antioxidants. Aquests radicals també poden 

interaccionar amb els àcids nucleics, les proteïnes o els lípids, i en provoquen la seva 

peroxidació. Per la determinació de la lipoperoxidació de mostres de còrtex i 

d’hipocamp s’ha utilitzat una tècnica basada en la reacció del malondialdehid (MDA). 

Aquest es genera durant l’oxidació lipídica, amb l’àcid 2-tiobarbitúric (TBA; 

Thiobarbituric acid; Sigma) per formar adductes cromògens i fluorescents de MDA-TBA 

molt estables i que es poden quantificar per espectrofotometria d’absorció visible o per 

fluorimetria. 

Procediment: 

Per a la seva determinació s’ha utilitzat el mètode descrit per Ohkawa et al. (1979) amb 

lleugeres modificacions. 

Primerament, s’ha preparat una recta patró amb 1,1,3,3-tetrametoxipropà 20 % (TMP, 

Fluka), mitjançant dilucions seriades de 160 a 0,625 μM en aigua miliQ. Seguidament, 

s’han preparat les mostres d’homogenat de còrtex o d’hipocamp o l’estàndard, a les 

quals s’ha afegit l’antioxidant butil-hidroxitoluè 1 % (BHT, Sigma) en àcid acètic 

(Scharlab, Espanya), la solució de sodi dodecil sulfat 8,1 % (SDS, Bio-Rad), la solució 

d’àcid acètic 20 % per assolir el medi àcid on tindrà lloc la reacció, i 0,8 % de TBA com a 

cromogen. La barreja s’ha incubat durant 1 h a 95°C. Seguidament, s’ha afegit l’n-

butanol (Sigma) i s’ha centrifugat a 850 g durant 10 min a 4°C. S’ha recuperat la fase 

butanòlica i s’ha mesurat l’absorbància obtinguda en l’espectrofotòmetre Sunrise 

(Tecan) a una longitud d’ona de 532 nm. La concentració de MDA de cada mostra s’ha 

calculat interpolant el valor d’absorbància de la mostra a la recta patró que s’ha 

preparat en cada assaig. 

12. WESTERN BLOT 

La tècnica del Western Blot (Towbin et al., 1979) permet detectar i identificar proteïnes 

específiques en una mostra complexa mitjançant el reconeixement específic per 

anticossos. Aquesta tècnica consta de diferents fases la primera de les quals és la 

preparació i solubilització de les proteïnes. Seguidament, es realitza una electroforesi, 

en la qual se separen les proteïnes per pes molecular, hidrofobicitat i estructura. A 
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continuació, es transfereixen a una membrana (suport sòlid) i, finalment té lloc, la 

immunodetecció mitjançant anticossos específics per la proteïna d’interès. 

12.1. PREPARACIÓ DE LA MOSTRA 

Per tal de facilitar la migració de les proteïnes dins del gel on es duu a terme 

l’electroforesi, prèviament es realitza una desnaturalització de les mostres. Aquest 

procés desfà l’estructura tridimensional de les proteïnes i resta tan sols la cadena 

polipeptídica lineal, que és més soluble en el tampó de mostra i permet una millor 

separació. 

Procediment: 

Per solubilitzar la mostra s’ha barrejat la quantitat de mostra corresponent a 50 μg de 

proteïna en un tampó 5X Laemmli (Taula 3.6) i s’ha fet bullir durant 10 min. Les mostres 

s’han mantingut en gel per evitar que tornessin a l’estructura tridimensional.  

Taula 3.6 Composició del tampó 5X Laemmli.  

Reactiu Concentració Casa comercial 

Tris (pH 6,8) 30 % (v/v) Sigma 

SDS 10 % (p/v) Bio-Rad 

Glicerol 50 % (v/v) Sigma 

Blau de bromofenol 0,001 % (p/v) Sigma 

Bio-Rad (EUA); Sigma (EUA). SDS: dodecilsulfat sòdic.  

12.2. ELECTROFORESI 

En primer lloc, es preparen els gels de poliacrilamida formats per la copolimerització 

dels compostos d’acrilamida i bisacrilamida (Bio-Rad). Aquests dos compostos 

confereixen l’estructura al gel, el qual comença a polimeritzar just després d’afegir els 

catalitzadors persulfat amònic (APS; Ammonium persulfate; Sigma) i N,N,N,N’-

tetrametil-etilendiamina (TEMED; Bio-Rad). En aquests gels hi ha dues zones; la superior 

que està formada pel gel concentrador, la finalitat del qual és concentrar i agrupar la 

mostra a la mateixa posició de sortida abans de començar a separar-se i, després, es 

troba el gel separador, que permet separar les proteïnes pel seu pes molecular i la seva 

càrrega elèctrica. La composició del gel concentrador sempre és la mateixa, mentre que 
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la del gel separador varia en funció del pes molecular de la proteïna que es vol 

determinar.  

Procediment: 

Primer s’ha preparat el gel separador del 12,5 %, format per acrilamida/bisacrilamida 

(30 %) 33 %, Tris 1,5 mol/L 25 %, SDS (10 %) 1 %, APS (10 %) 0,4 % i TEMED 0,1 %, i s’ha 

abocat a l’espai que formen dos vidres per tal que el gel tingui el mateix gruix. A 

continuació, s’ha afegit una mica aigua destil·lada, ja que l’absència d’oxigen afavoreix 

la polimerització dels gels. Transcorreguts 20 min a temperatura ambient s’ha retirat 

l’aigua i s’ha afegit el gel concentrador, que conté acrilamida/bisacrilamida (30 %) 12,3 

%, Tris 1 mol/L 12,3 %, SDS (10 %) 0,1 %, APS (10 %) 0,5 % i TEMED 0,24 %. Els pous 

s’han format amb una pinta de plàstic i s’ha incubat 20 min a temperatura ambient 

perquè polimeritzés.  

Una vegada polimeritzats els gels, s’ha muntat la cubeta d’electroforesi Mini-Protean III 

Cell® (Bio-Rad) omplerta amb el tampó d’electroforesi (Taula 3.7). Posteriorment, s’han 

carregat les mostres i el pes molecular. Tot seguit, les proteïnes s’han sotmès a un camp 

elèctric (80 V) per tal de facilitar que les proteïnes es disposin en el mateix punt de 

sortida. Seguidament, el voltatge s’ha incrementat fins a 100 V, de manera que es 

separessin en funció del seu pes molecular i de la seva càrrega. Les proteïnes de menor 

pes molecular avancen més ràpidament mentre que les de major pes queden 

retingudes més a prop del pou on s’ha sembrat la mostra.  

Taula 3.7. Composició del tampó d’electroforesi. 

Reactiu Concentració Casa comercial 

Tris 25 mM Sigma 

SDS 1 % Bio-Rad 

Glicina 192 mM Sigma 

Bio-Rad (EUA); Sigma (EUA). SDS: dodecilsulfat sòdic.  

12.3. TRANSFERÈNCIA 

Després de separar les proteïnes per electroforesi, aquestes es transfereixen a una 

membrana de fluorur de polivinil (PVDF; Polyvinylidene fluoride) mitjançant l’aplicació 

d’un camp elèctric.  
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Procediment: 

Primer de tot, cal activar les membranes de PVDF amb metanol. Al mateix temps, s’ha 

amarat el material a utilitzar amb el tampó de transferència. Tot seguit s’ha desmuntat 

el suport de vidre, i s’ha col·locat el gel sobre dos papers de filtre. A sobre s’ha afegit la 

membrana de PVDF i dos papers de filtre més. A continuació, el conjunt s’ha envoltat 

amb dues esponges i s’han muntat dins d’un suport de plàstic, que s’ha submergit dins 

d’una cubeta de transferència Mini Trans-Blot Cell® (Bio-Rad) plena de tampó de 

transferència (Taula 3.8). Seguidament, s’ha iniciat la transferència a 300 mA durant 2 h 

a 4°C.  

Taula 3.8. Composició del tampó de transferència.  

Reactiu Concentració Casa comercial 

Tris 25 mM Sigma 

SDS 20 % Bio-Rad 

Glicina 192 mM Sigma 

Metanol 20 % Baker 

Baker (Països Baixos); Bio-Rad (EUA); Sigma (EUA). SDS: dodecilsulfat  
sòdic.  

12.4. IMMUNODETECCIÓ 

Una vegada es transfereixen les proteïnes, es bloquegen tots els possibles llocs d’unió 

inespecífics de la membrana i es realitza una immunodetecció mitjançant anticossos 

específics per la proteïna d’interès. 

Procediment: 

La membrana s’ha submergit en una solució de blocatge (llet en pols al 5 %) en agitació 

constant durant 1,5 h i, seguidament, s’ha realitzat la immunodetecció emprant 

anticossos específics contra les proteïnes que es volen determinar.  

Les membranes s’han incubat amb els anticossos primaris corresponents (Taula 3.9) 

durant tota la nit, a 4°C i en agitació orbital.  

Després de rentar les membranes per eliminar l’excés d’anticòs, s’han incubat durant 2 

h, en agitació orbital i protegit de la llum amb un anticòs secundari anti-ratolí o anti-

conill conjugat a peroxidasa (Sigma).  
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Finalment, després de tornar a rentar per eliminar l’excés d’anticòs, les bandes de 

proteïna s’han visualitzat utilitzant el kit de detecció Clarity chemiluminescence (Bio-

Rad). Aquest assaig s’ha dut a terme d’acord a les instruccions de la casa comercial. La 

captació de les bandes s’ha fet amb l’aparell ChemiDOC XRS (Bio-Rad) ubicat al 

departament de Farmacologia, Toxicologia i Química Terapèutica, de la Facultat de 

Farmàcia i Ciències de l’Alimentació (Universitat de Barcelona), i s’han quantificat amb 

el programa Image Lab® (Bio-Rad). 

          Taula 3.9. Llistat d’anticossos utilitzats en el Western Blot.  

Anticòs Hoste Dilució Casa comercial 

β-amiloide Conill 1/1500 Abcam 

E-cadherina Conill 1/400 Santa Cruz 

NF-kB Conill 1/1000 Cell signaling 

p-NF-KB Conill 1/1000 Cell signaling 

Tau Ratolí 1/1000 Millipore 

p-Tau Ratolí 1/1000 Invitrogen 

Sinaptofisina Ratolí 1/3000 Dako 

SIRT1 Ratolí 1/1000 Abcam 

ZO-1 Conill 1/300 Zymed 

β-actina Ratolí 1/30000 Sigma 

Abcam (Regne Unit), Cell signaling (EUA), Dako (Espanya), Invitrogen 
(EUA), Millipore (EUA), Santa Cruz (Regne Unit), Sigma (EUA), Zymed 
(EUA). NF-κB: factor nuclear κB; SIRT1: sirtuïna 1; ZO-1: zona ocludens 1.  

13. ANÀLISI ESTADÍSTICA 

Els diferents tests estadístics s’han realitzat amb el programa estadístic GraphPad 

Prism® software ver. 6 (GraphPad Software, Inc., EUA) i seguint l’assessorament 

estadístic de la Dra. Concepció Arenas (Departament de Genètica, Microbiologia i 

Estadística, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona).  

Totes les variables analitzades han presentat una distribució normal i, per tant, s’han 

aplicat tests paramètrics. En el cas que les variables no presentessin una distribució 

homogènia de la variança entre els grups, s’ha aplicat una transformació de les dades. 

La representació gràfica sempre s’ha realitzat de les dades originals, tot i que l’anàlisi 

impliqui la seva transformació.  
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Les variables estudiades en la caracterització de les soques SAMR1 i SAMP8 s’han 

analitzat mitjançant l’anàlisi de la variança (ANOVA) de dos factors, la soca de ratolins 

(SAMR1 i SAMP8) i l’edat (2, 6 i 9 mesos). A continuació, s’ha aplicat el test post hoc de 

Fisher, per comparar les diferents edats. Les diferències estadísticament significatives 

corresponen a valors de P<0,05. S’ha establert el valor de P entre 0,05 i 0,1 com a 

tendència significativa (Curran-Everett i Benos, 2004). 

En l’estudi dels efectes de la suplementació dietètica amb SDP en una inflamació 

intestinal aguda induïda amb SEB també s’ha realitzat una ANOVA de dos factors, el SEB 

(vehicle i SEB) i els grups experimentals (2M, 6M-CTL i 6M-SDP) i la seva interacció. A 

continuació s’ha aplicat el test de Fisher per comparar els diferents grups 

experimentals. Les diferències estadísticament significatives corresponen a valors de 

P<0,05 i el valor de P entre 0,05 i 0,1 com a tendència significativa. 

Finalment, en l’estudi conductual i les variables neuronals, les dades s’han analitzat 

mitjançant una ANOVA d’una via seguit del test post hoc de Fisher per comparar els 

grups 2M, 6M-CTL i 6M-SDP. En el cas concret de l’estudi de les corbes d’aprenentatge 

del MWM s’ha aplicat l’anàlisi de la variança de dos factors, el grup experimental (2M, 

4M-CTL, 4M-SDP, 6M-CTL i 6M-SDP) i el dia d’aprenentatge (dies 1-6), de mesures 

repetides (ja que cada animal s’ha valorat cada dia) i seguit del test post hoc de Fisher 

per comparar els diferents grups. També s’ha realitzat el test de correlació de Pearson 

per estudiar la relació entre les concentracions d’H2O2 i de malondialdehid i la relació 

entre l’abundància de les citocines IL-6, TNF-α i IL-10 a còrtex i l’índex de discriminació 

realitzat en el primer test de retenció del NORT. Les diferències estadísticament 

significatives corresponen a valors de P<0,05 i el valor de P entre 0,05 i 0,1 com a 

tendència significativa. 
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1. CARACTERITZACIÓ DEL MODEL SAM 

En aquest apartat es mostren els resultats de la caracterització del model de ratolins 

amb envelliment accelerat (soca SAMP8; P8) i els ratolins resistents a l’envelliment 

accelerat (soca SAMR1; R1) a diferents edats, concretament als 2, 6 i 9 mesos. Per 

aquesta caracterització s’han considerat paràmetres morfomètrics (corporals i 

intestinals), l’activació del teixit immunitari intestinal i el grau d’inflamació de la mucosa 

intestinal. La finalitat d’aquests experiments és establir el període experimental 

adequat per a realitzar una intervenció dietètica amb proteïnes plasmàtiques per la 

prevenció del procés d’envelliment. 

1.1. ESTUDI MORFOMÈTRIC DELS RATOLINS SAMR1 I SAMP8 

En una primera aproximació al model de ratolins P8, s’ha estudiat l’evolució del pes 

corporal, així com la longitud de l’intestí prim i del còlon, degut a que l’intestí és la via 

d’entrada de qualsevol intervenció dietètica i juga un paper fonamental en la defensa 

de l’organisme. 

1.1.1. Pes dels ratolins 

El pes corporal dels ratolins el dia del deslletament (als 21 dies d’edat) és molt similar 

en ambdues soques. Els ratolins P8 parteixen d’un pes d’11,7 ± 0,5 g i els R1 de 12,4 ± 

0,3 g (Figura 4.1). Les dues soques de ratolins tenen una evolució del pes corporal 

diferent (P=0,025); mentre que els ratolins R1 presenten un màxim de pes ja als 2 

mesos d’edat, els ratolins P8 no el tenen fins als 6 mesos. A més, el guany de pes dels 

ratolins R1 és superior que el dels ratolins P8 (P<0,001).  

 

 

Figura 4.1. Evolució del pes corporal dels ratolins 
R1 i P8 a diferents edats. Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± error estàndard (n=5-
11). Dades representatives de tres experiments 
diferents. Int., interacció entre la soca i l’edat dels 
animals. 
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1.1.2. Morfometria intestinal 

Els ratolins P8 tenen un intestí prim més curt que el dels ratolins R1 en les diferents 

edats estudiades (P<0,001; Figura 4.2). A més, l’envelliment no modifica la seva 

longitud.  

Figura 4.2. Longitud de l’intestí prim de ratolins 
R1 i P8 a diferents edats. Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± error estàndard (n=5-
8). Dades representatives de tres experiments 
diferents.  

Pel que fa a la longitud del còlon, als 2 mesos d’edat es produeix la màxima diferència 

entre les dues soques (P<0,001; Figura 4.3). L’evolució d’aquesta variable en el temps 

és diferent en funció de la soca (P<0,001) ja que als 6 mesos d’edat no hi ha diferències 

entre els ratolins P8 i R1. 

Figura 4.3. Longitud del còlon de ratolins R1 i P8 a 
diferents edats. Els resultats estan expressats com 
a mitjana ± error estàndard (n=5-8). Dades 
representatives de tres experiments diferents. Int., 
interacció entre la soca i l’edat dels animals.  

1.2. ESTUDI DEL TEIXIT LIMFOIDE ASSOCIAT A L’INTESTÍ EN SAMR1 I SAMP8 

El teixit limfoide associat a l’intestí (GALT) és essencial en la resposta immunitària dels 

organismes. Com s’ha comentat a la Introducció, durant l’envelliment hi ha una 

inflamació generalitzada de baix grau coneguda com a inflammaging. En aquest apartat 
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es mostra el recompte de leucòcits i el percentatge de limfòcits T col·laboradors (Th; T 

helper), Th activats i T reguladors (Treg) als ganglis limfàtics mesentèrics (GLM) i a les 

plaques de Peyer (PP). 

1.2.1. Ganglis limfàtics mesentèrics 

El nombre de leucòcits als GLM incrementa amb l’edat, ja que és més elevat als 6 i als 9 

mesos respecte als 2 mesos d’edat en ambdues soques (P=0,002 i P=0,007, 

respectivament; Figura 4.4). Els ratolins P8 presenten un menor nombre de leucòcits als 

GLM en comparació amb els ratolins R1 (P<0,001).  

 

 

 

 

Figura 4.4. Recompte de leucòcits als GLM de 
ratolins R1 i P8 a diferents edats. Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=5-11). Dades representatives de tres 
experiments diferents.  

 

El percentatge de limfòcits Th disminueix amb l’edat i segueix el mateix patró en 

ambdues soques (P<0,001; Figura 4.5). A més, els ratolins P8 presenten un percentatge 

de limfòcits Th menor respecte els ratolins R1 en les diferents edats estudiades 

(P=0,014).  

 

 

 

Figura 4.5. Percentatge de limfòcits Th als GLM 
dels ratolins R1 i P8 a diferents edats. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=5-11). Dades representatives de tres 
experiments diferents.  
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L’envelliment incrementa el percentatge de limfòcits Th activats als GLM (P<0,001; 

Figura 4.6) i aquest increment és superior en els ratolins P8 (P<0,001). La diferència 

entre ratolins R1 i P8 és màxima als 9 mesos d’edat (8,1 ± 0,6 % i 14,5 ± 0,5 %, 

respectivament; P<0,001).  

 

 

 

Figura 4.6. Percentatge de limfòcits Th activats als 
GLM de ratolins R1 i P8 a diferents edats. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=5-11). Dades representatives de tres 
experiments diferents. Int., interacció entre la soca 
i l’edat dels animals.  

 

Ambdues soques de ratolins presenten un percentatge de limfòcits T reguladors (Treg) 

similar als 2 mesos d’edat, que incrementa durant l’envelliment (P=0,018 als 6 mesos i 

P=0,002 als 9 mesos, respecte els ratolins joves; Figura 4.7). Aquest percentatge de 

limfòcits Treg és inferior en els ratolins P8 sobretot a partir dels 9 mesos d’edat 

respecte dels ratolins R1 (P=0,043). 

 

 

 

 

Figura 4.7. Percentatge de limfòcits Treg als GLM 
de ratolins R1 i P8 a diferents edats. Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=5-11). Dades representatives de tres 
experiments diferents.  

 

La proporció dels limfòcits Th activats respecte els limfòcits Treg incrementa 

gradualment amb l’envelliment (P=0,060 als 6 mesos i P=0,002 als 9 mesos d’edat; 

Figura 4.8). A més, els ratolins P8 presenten un perfil més activat que els ratolins R1 en 

les diferents edats estudiades (P<0,001). Aquest efecte és encara més evident als 9 

mesos d’edat, on els ratolins P8 doblen la relació entre aquestes poblacions 

limfocitàries respecte als ratolins R1 (4,5 ± 0,2 i 2,2 ± 0,2, respectivament). Com es pot 
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observar, les dues soques evolucionen de forma diferent al llarg de l’estudi (P=0,005), 

mentre en els ratolins R1 la relació entre les dues poblacions limfocitàries no varia 

massa, aquesta incrementa en els ratolins P8. 

 

 
 
 
 
 
Figura 4.8. Relació entre els limfòcits Th activats i 
els limfòcits Treg als GLM de ratolins R1 i P8 a 
diferents edats. Els resultats estan expressats com 
a mitjana ± error estàndard (n=5-11). Dades 
representatives de tres experiments diferents. Int., 
interacció entre la soca i l’edat dels animals.  

 

1.2.2. Plaques de Peyer 

Els ratolins P8 presenten un menor nombre de leucòcits a les PP respecte els ratolins R1 

a les diferents edats estudiades (P=0,003; Figura 4.9). Ambdues soques mostren un 

lleuger increment en el recompte de leucòcits als 6 mesos d’edat (P=0,012).  

 

 

 

 

Figura 4.9. Recompte de leucòcits a les PP de 
ratolins R1 i P8 a diferents edats. Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=6-11). Dades representatives de tres 
experiments diferents.  

 

Ni l’envelliment, ni la soca de ratolí modifica el percentatge de limfòcits Th a les PP 

(Figura 4.10). 
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Figura 4.10. Percentatge de limfòcits Th a les PP 
de ratolins R1 i P8 a diferents edats. Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=6-10). Dades representatives de tres 
experiments diferents.  

 

En canvi, el percentatge de limfòcits Th activats incrementa de forma progressiva a 

mida que els ratolins envelleixen (P<0,001; Figura 4.11) i és més pronunciat en els 

ratolins P8 (P=0,001). A més la soca P8 sempre manté un percentatge de limfòcits Th 

activats superior a la soca R1 (P<0,001).  

 

 
 
 
 

Figura 4.11. Percentatge de limfòcits Th activats a 
les PP de ratolins R1 i P8 a diferents edats. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=6-10). Dades representatives de tres 
experiments diferents. Int., interacció entre la 
soca i l’edat dels animals.  

 

Als 6 mesos d’edat, ambdues soques de ratolins mostren un increment del percentatge 

de limfòcits Treg a les PP (P=0,009, Figura 4.12). El percentatge d’aquests limfòcits 

disminueix als 9 mesos d’edat fins assolir valors inferiors als dels 2 mesos d’edat. 

Als 9 mesos d’edat, ambdues soques de ratolins mostren un biaix evident en l’activació 

dels limfòcits Th respecte els Treg amb l’edat (P<0,001; Figura 4.13).  
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Figura 4.12. Percentatge de limfòcits Treg a les PP 
de ratolins R1 i P8 a diferents edats. Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=5-10). Dades representatives de tres 
experiments diferents.  

 

 

 

 

Figura 4.13. Relació entre els limfòcits Th activats 
i els limfòcits Treg a les PP de ratolins R1 i P8 a 
diferents edats. Els resultats estan expressats com 
a mitjana ± error estàndard (n=5-10). Dades 
representatives de tres experiments diferents.  

 

1.2.3. Expressió de citocines a la mucosa intestinal 

Tant la IL-6 com el TNF-α són dues citocines proinflamatòries, l’expressió de les quals 

incrementa a la mucosa intestinal a mida que els ratolins d’ambdues soques envelleixen 

(P<0,001 ambdues citocines; Figures 4.14 i 4.15, respectivament). Als 2 mesos d’edat, 

l’expressió d’aquestes dues citocines és molt similar entre ambdues soques. En canvi, 

als 6 i 9 mesos d’edat, els ratolins P8 dupliquen l’expressió d’IL-6 respecte els ratolins 

R1 (P=0,003), mentre que l’efecte sobre el TNF-α és més acusat als 9 mesos d’edat 

(P<0,001). 
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Figura 4.14. Expressió de la IL-6 a la mucosa de 
jejú de ratolins R1 i P8 a diferents edats. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=6-7).  

 
 
 

 

 

Figura 4.15. Expressió del TNF-α a la mucosa de 
jejú de ratolins R1 i P8 a diferents edats. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=6-7). Int., interacció entre la soca i 
l’edat dels animals.  

 

 

En base als resultats obtinguts, es pot concloure que als 2 mesos d’edat, els ratolins R1 i 

P8 presenten un perfil d’activació molt similar al GALT, quan encara no s’observen els 

canvis característics associats a l’envelliment. En canvi, als 6 mesos d’edat, ja s’observen 

canvis immunitaris en els ratolins de la soca P8, com l’increment de l’activació 

limfocitària intestinal i de l’expressió de citocines proinflamatòries, que s’associen a 

l’inflammaging propi d’edats avançades. 

Per estudiar els efectes de la suplementació amb plasma assecat (SDP) s’ha establert el 

període experimental dels 2 als 6 mesos d’edat, prenent com a referència jove els 

ratolins P8 de 2 mesos i, com a animals senescents, els ratolins P8 de 6 mesos d’edat.  
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2. EFECTE DE LA SUPLEMENTACIÓ AMB PROTEÏNES PLASMÀTIQUES 
FRONT UNA INFLAMACIÓ INTESTINAL AGUDA 

Una vegada establert el període experimental adequat per estudiar la inclusió 

d’aliments funcionals en l’evolució de l’envelliment, s’ha procedit a desenvolupar el 

segon objectiu d’aquest treball. Aquest consisteix a estudiar els efectes del plasma porcí 

assecat per polvorització (SDP) en una inflamació intestinal aguda induïda per 

l’enterotoxina B d’Staphylococcus aureus (SEB) en ratolins senescents.  

En aquest bloc de resultats es mostren els efectes de l’SDP sobre el teixit limfoide 

mucosal i s’avalua la resposta immunitària generada als GLM i a les PP front una 

inflamació intestinal aguda amb SEB, així com també l’expressió de citocines a la 

mucosa de jejú.  

Al llarg d’aquest capítol s’han utilitzat animals P8 i els grups s’han definit de la següent 

manera: grup 2M: animals de 2 mesos d’edat alimentats amb pinso estàndard i 

administrats amb vehicle; grup 2M-SEB: animals de 2 mesos d’edat alimentats amb 

pinso estàndard i administrats amb SEB; grup 6M-CTL: animals alimentats amb pinso 

control dels 2 als 6 mesos d’edat i administrats amb vehicle; grup 6M-CTL-SEB: animals 

alimentats amb pinso control dels 2 als 6 mesos d’edat i administrats amb SEB; grup 

6M-SDP: animals alimentats amb pinso SDP dels 2 als 6 mesos d’edat i administrats 

amb vehicle; grup 6M-SDP-SEB: animals alimentats amb pinso SDP dels 2 als 6 mesos 

d’edat i administrats amb SEB. 

2.1. EVOLUCIÓ DEL PES CORPORAL I CONSUM DE PINSO 

Tant els ratolins alimentats amb pinso control com els alimentats amb pinso SDP 

augmenten el seu pes corporal fins els 4 mesos d’edat (P<0,001; Figura 4.16), moment a 

partir del qual s’estabilitzen. El grup alimentat amb pinso SDP mostra un guany de pes 

superior al del grup alimentat amb pinso control (P=0,029). 

La ingesta diària de pinso al llarg de l’estudi ha estat entre 4-5 g de pinso al dia i no hi ha 

grans diferencies entre els dos grups d’animals (Figura 4.17).  
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Figura 4.16. Evolució del pes corporal dels 
ratolins alimentats amb pinso control i 
pinso SDP durant 4 mesos. Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=11-12).  

 

 

 
 
 
 

Figura 4.17. Evolució del consum de pinso 
dels ratolins alimentats amb pinso control 
i pinso SDP durant 4 mesos. Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=9-10).  

 

2.2. GANGLIS LIMFÀTICS MESENTÈRICS 

L’envelliment augmenta el nombre de leucòcits als GLM (P<0,001; Figura 4.18), mentre 

que el pinso SDP tendeix a prevenir aquest efecte (P=0,081). L’administració de 

l’enterotoxina incrementa el nombre de leucòcits (P=0,031) però no de la mateixa 

forma a tots els grups, ja que els animals vells alimentats amb pinso control no 

presenten aquest increment (P=0,019).  

Ni l’envelliment ni el tipus de pinso consumit modifica el percentatge de limfòcits Th als 

GLM (Figura 4.19). En canvi, l’administració del SEB redueix el percentatge d’aquesta 

població de limfòcits (P<0,001). Aquesta reducció és major en els animals joves (2M) i 

en els ratolins de 6 mesos d’edat que han rebut el pinso SDP (P=0,049). 
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Figura 4.18. Recompte de leucòcits als GLM 
d’animals exposats al SEB i alimentats amb els 
pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=5-8). Int., interacció entre 
l’administració de SEB i els grups 2M, 6M-CTL i 6M-
SDP. 
 

 

 

 
Figura 4.19. Percentatge de limfòcits Th als GLM 
d’animals exposats al SEB i alimentats amb els 
pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=5-8). Int., interacció entre 
l’administració de SEB i els grups 2M, 6M-CTL i 
6M-SDP. 

L’administració de l’enterotoxina modifica el percentatge de limfòcits Th activats 

(P<0,001; Figura 4.20), tot i que tots els grups no responen de la mateixa manera 

(P<0,001). Els ratolins envellits mostren una menor resposta al SEB respecte als animals 

joves, tant si han consumit el pinso control (P=0,007), com si han consumit el pinso SDP 

(P=0,047).  

Ni l’envelliment ni la suplementació dietètica modifiquen el percentatge de limfòcits 

Treg (Figura 4.21). En canvi, l’administració del SEB incrementa el percentatge 

d’aquesta població (P=0,002). 

 

 

P=0,013 

0

10

20

30

40

50

2M 6M-CTL 6M-SDP

N
o

m
b

re
 d

e
 le

u
cò

ci
ts

 (
x1

0
6 )

Recompte cel·lular

Vehicle SEB

SEB P=0,031
Int. P=0,019

P<0,001 P=0,081 

0

15

30

45

60

75

2M 6M-CTL 6M-SDP

%
 d

e
 li

m
fò

ci
ts

Limfòcits Th

Vehicle SEB

SEB P<0,001
Int. P=0,049



RESULTATS  

 

84 
 

 

 

  
Figura 4.20. Percentatge de limfòcits Th activats 
als GLM d’animals exposats al SEB i alimentats 
amb els pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. 
Els resultats estan expressats com a mitjana ± 
error estàndard (n=6-8). Int., interacció entre 
l’administració de SEB i els grups 2M, 6M-CTL i 6M-
SDP.  

 

  

 

 

 

Figura 4.21. Percentatge de limfòcits Treg als GLM 
d’animals exposats al SEB i alimentats amb els 
pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=5-8).  

 

La relació entre els limfòcits Th activats i els limfòcits Treg disminueix durant 

l’envelliment (P=0,012, Figura 4.22). Els ratolins suplementats amb SDP mostren una 

relació que no es diferencia ni de la del grup 2M ni de la del grup 6M-CTL. A més, hi ha 

una interacció entre l’edat i la resposta originada front al SEB (P<0,001) ja que, en els 

ratolins joves, la relació entre els limfòcits Th activats i els limfòcits Treg incrementa 

després de l’administració de la toxina i, en canvi, no s’observa en els ratolins envellits, 

on aquesta relació disminueix.  
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Figura 4.22. Relació entre els limfòcits Th activats 
i els limfòcits Treg als GLM d’animals exposats al 
SEB i alimentats amb els pinsos experimentals 
dels 2 als 6 mesos. Els resultats estan expressats 
com a mitjana ± error estàndard (n=5-8). Int., 
interacció entre l’administració de SEB i els grups 
2M, 6M-CTL i 6M-SDP.  

 

2.3. PLAQUES DE PEYER 

Durant l’envelliment, els ratolins mostren una disminució en el nombre de leucòcits a 

les PP (P<0,001; Figura 4.23) i la suplementació amb SDP no atenua aquesta davallada. 

L’administració del SEB incrementa el reclutament de leucòcits en tots els grups 

experimentals (P<0,001), tot i que en els animals senescents, independentment del 

pinso consumit, la resposta és menor que en els ratolins de 2 mesos d’edat (6M-CTL i 

6M-SDP).  

 

 

 

 
Figura 4.23. Recompte de leucòcits a les PP 
d’animals exposats al SEB i alimentats amb els 
pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=6-8). Int., interacció entre 
l’administració de SEB i els grups 2M, 6M-CTL i 
6M-SDP.  

 

L’envelliment no modifica el percentatge de limfòcits Th a les PP (Figura 4.24). A més, 

els ratolins joves i vells responen de forma similar a l’administració de l’enterotoxina 

(P=0,011). En canvi, els ratolins alimentats amb SDP mostren una reducció en el 

percentatge d’aquestes cèl·lules respecte els ratolins 6M-CTL (P=0,008). 
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Figura 4.24. Percentatge de limfòcits Th a les PP 
d’animals exposats al SEB i alimentats amb els 
pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=6-8).  

D’altra banda, l’envelliment incrementa el percentatge de limfòcits Th activats a les PP, 

independentment del pinso consumit (6M-CTL: P=0,003 i 6M-SDP: P<0,001; Figura 

4.25). L’administració de la toxina incrementa aquesta població en els ratolins joves 

però, en canvi, no s’observa aquest efecte en els animals envellits (P=0,001). 

 

 

 
Figura 4.25. Percentatge de limfòcits Th activats a 
les PP d’animals exposats al SEB i alimentats amb 
els pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=6-8). Int., interacció entre 
l’administració de SEB i els grups 2M, 6M-CTL i 
6M-SDP.  

 

L’envelliment incrementa el percentatge de limfòcits Treg (P<0,001; Figura 4.26), i el 

consum de pinso amb SDP no ho modifica. A més, l’administració del SEB no comporta 

canvis en aquesta població de limfòcits en cap dels grups inflamats. 

L’administració de l’enterotoxina genera una resposta en la relació entre els limfòcits Th 

activats i els limfòcits Treg en els grups 2M, 6M-CTL i 6M-SDP (P=0,008), tot i que 

aquesta resposta és diferent en cada grup (P<0,001; Figura 4.27). Mentre que en els 

ratolins joves el SEB incrementa la relació entre els limfòcits activats i els Treg, en els 

ratolins senescents que han rebut el pinso control aquesta relació gairebé no es veu 
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modificada. D’altra banda, l’enterotoxina disminueix la relació entre els limfòcits Th 

activats i els limfòcits Treg en el grup que ha rebut el pinso SDP. 

 

 
 

 

 

Figura 4.26. Percentatge de limfòcits Treg a les PP 
d’animals exposats al SEB i alimentats amb els 
pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=6-8).  
 

 

 

 

Figura 4.27. Relació entre els limfòcits Th activats 
i els limfòcits Treg a les PP d’animals exposats al 
SEB i alimentats amb els pinsos experimentals 
dels 2 als 6 mesos. Els resultats estan expressats 
com a mitjana ± error estàndard (n=6-8). Int., 
interacció entre l’administració de SEB i els grups 
2M, 6M-CTL i 6M-SDP.  

 

2.4. EXPRESSIÓ DE CITOCINES A LA MUCOSA INTESTINAL 

La senescència incrementa l’expressió de les citocines proinflamatòries IL-6 i TNF-α a la 

mucosa de jejú (P=0,002 i P=0,020; Figura 4.28 i Figura 4.29, respectivament) i la 

ingesta del pinso SDP és capaç de reduir l’expressió d’aquestes citocines (P=0,040 i 

P=0,016, respectivament). A més, l’administració de l’enterotoxina indueix un 

increment major en l’expressió d’aquestes citocines en els grups 2M i 6M-SDP respecte 

el grup 6M-CTL. 
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Figura 4.28. Expressió de la IL-6 a la mucosa de 
jejú d’animals exposats al SEB i alimentats amb 
els pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=5-6).  

 

 

 

Figura 4.29. Expressió del TNF-α a la mucosa de 
jejú d’animals exposats al SEB i alimentats amb 
els pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=5-6).  

Ni l’envelliment ni la suplementació dietètica amb SDP modifica l’expressió d’IFN-γ a la 

mucosa de jejú (Figura 4.30). En canvi, l’administració del SEB incrementa l’expressió 

d’aquesta citocina proinflamatòria tant en ratolins joves com en envellits (P=0,015).  

Durant l’envelliment disminueix l’expressió de la citocina antiinflamatòria IL-10 a la 

mucosa de jejú (P=0,021; Figura 4.31). L’administració del SEB incrementa l’expressió 

d’aquesta citocina en els animals joves i en els que han rebut la suplementació amb 

SDP. D’altra banda, en els animals senescents alimentats amb el pinso control es 

modifica molt poc l’expressió de la IL-10 entre els animals que han rebut el vehicle i els 

que han rebut l’enterotoxina.  
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Figura 4.30. Expressió de l’IFN-γ a la mucosa de 
jejú d’animals exposats al SEB i alimentats amb 
els pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=5-6).  

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.31. Expressió de la IL-10 en la mucosa de 
jejú d’animals exposats al SEB i alimentats amb 
els pinsos experimentals dels 2 als 6 mesos. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=5-6).  
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3. EFECTE DE LA SUPLEMENTACIÓ AMB PROTEÏNES PLASMÀTIQUES 
SOBRE EL TEIXIT CEREBRAL 

L’efecte de la suplementació dietètica amb SDP sobre les funcions cognitives durant 

l’envelliment s’ha estudiat mitjançant l’aplicació de dos tests de comportament a 

ratolins SAMP8 (P8) de 2, 4 i 6 mesos d’edat. Els grups experimentals estudiats en els 

tests de conducta són: 2M, 4M-CTL, 4M-SDP, 6M-CTL i 6M-SDP (veure disseny 

experimental pàg. 43). Els tests de comportament aplicats són: el test de 

reconeixement d’objectes (NORT) que valora la memòria a curt i a llarg termini; i el 

laberint d’aigua de Morris (MWM), que avalua la memòria espacial i la capacitat 

d’aprenentatge dels ratolins. S’han utilitzat diferents ratolins per cada edat d’estudi (2, 

4 i 6 mesos), ja que s’ha comprovat que els ratolins retenen part de l’aprenentatge un 

cop han fet el test.  

A més, s’ha analitzat si la suplementació dietètica amb SDP indueix canvis moleculars en 

l’estat inflamatori i oxidatiu al còrtex i a l’hipocamp, en la barrera hematoencefàlica i en 

la neurodegeneració. Les variables de barrera hematoencefàlica, així com marcadors de 

neurodegeneració s’han analitzat a l’hemisferi sencer. En aquest cas, els grups estudiats 

han estat: 2M, 6M-CTL i 6M-SDP. 

3.1. MEMÒRIA A CURT I LLARG TERMINI 

El NORT consta de quatre fases (veure pàg. 52): la fase d’aclimatació al laberint, la fase 

de familiarització als objectes i el primer i el segon test de retenció (que avaluen la 

memòria a curt i llarg termini, respectivament). 

Durant la fase de familiarització s’ha analitzat l’índex d’exploració, entès com el temps 

que els ratolins exploren els objectes que hi ha a cada extrem del laberint, respecte el 

temps total que hi romanen dins. Als 2 mesos d’edat (2M), els ratolins exploren els 

objectes 3,2 ± 0,6 % del temps, i l’envelliment tendeix a reduir aquest índex, ja que als 6 

mesos d’edat els ratolins exploren 2,1 ± 0,2 % del temps (P=0,063, Figura 4.32). Els 

ratolins de 4 mesos d’edat (4M-CTL) presenten valors intermedis entre els animals de 2 

mesos (2M) i els de 6 mesos (6M-CTL). La suplementació dietètica amb l’SDP no 

modifica l’índex d’exploració. 
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A més, com s’observa a la Figura 4.33, els ratolins P8 destinen un temps d’exploració 

semblant entre els dos objectes, és a dir, tots els grups experimentals presenten una 

preferència similar per explorar els dos objectes.  

 

 

 

Figura 4.32. Índex d’exploració realitzat durant la 
fase de familiarització. Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± error estàndard (n=9-
14). Dades representatives de dos experiments 
diferents. 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 4.33. Preferència d’objecte dels ratolins 
durant la fase de familiarització. Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=9-14). Dades representatives de dos 
experiments diferents. 

 

En el primer test de retenció (que avalua la memòria a curt termini) els ratolins 

exploren més l’objecte nou que el familiar, fet que concorda amb el comportament 

d’exploració innat dels ratolins (Figura 4.34). En aquest test, l’índex de discriminació 

decau als 6 mesos d’edat (2M: 0,30 ± 0,03 i 6M-CTL: 0,15 ± 0,04; P=0,005), que indica 

una disminució de la memòria a curt termini d’aquests ratolins en comparació als 

ratolins de 2 i 4 mesos d’edat (4M-CTL). En canvi, els ratolins de 6 mesos d’edat 

alimentats amb el pinso SDP (6M-SDP) prevenen aquesta pèrdua de memòria a curt 

termini (P=0,024). 

 

 

0

1

2

3

4

5

2M 4M-CTL 4M-SDP 6M-CTL 6M-SDP

%
 d

e
 t

e
m

p
s 

d
'e

xp
lo

ra
ci

ó

Índex d'exploració

P=0,063 

P=0,080 

0

10

20

30

40

50

60

2M 4M-CTL 4M-SDP 6M-CTL 6M-SDP

%
 d

'e
xp

lo
ra

ci
ó

Preferència d'objecte



RESULTATS 

 
 

92 

 

 

 
 

Figura 4.34. Índex de discriminació obtingut en el 
primer test de retenció. Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± error estàndard (n=9-
14). Dades representatives de dos experiments 
diferents. 
 

S’ha establert que quan els ratolins presenten un índex de discriminació superior a 0,2, 

és a dir, que els ratolins exploren l’objecte nou el doble de temps que l’objecte vell, 

tenen suficient memòria com per discriminar l’objecte nou del vell. En la Figura 4.35 es 

representa el percentatge de ratolins amb un índex de discriminació superior a 0,2 en el 

primer test de retenció (memòria a curt termini). Als 2 mesos d’edat, el 87,5 % dels 

ratolins conserven la memòria a curt termini i s’observen valors similars dels ratolins de 

4 mesos d’edat. En canvi, només el 40 % dels ratolins de 6 mesos d’edat (6M-CTL) 

presenten un índex de discriminació superior a 0,2 mentre que un 92,9 % dels ratolins 

de 6 mesos d’edat alimentats amb pinso SDP (6M-SDP) mantenen la memòria a curt 

termini. 

 

Figura 4.35. Percentatge de ratolins amb 
memòria a curt termini. Les barres de color llis 
representen el percentatge de ratolins amb un 
índex de discriminació superior 0,2 en el primer 
test de retenció; les barres a ratlles mostren el 
percentatge de ratolins amb un índex de 
discriminació inferior a 0,2 (n=9-14). Dades 
representatives de dos experiments diferents. 

 

En el segon test de retenció (que avalua la memòria a llarg termini), realitzat 24 h 

després del primer test, s’observa una davallada de la memòria, ja que els ratolins de 4 i 

6 mesos d’edat (4M-CTL i 6M-CTL) tenen un índex de discriminació més baix que els 

ratolins de 2 mesos (P=0,036 i P=0,014, respectivament; Figura 4.36). La suplementació 

dietètica amb SDP prevé l’efecte de l’envelliment sobre la memòria a llarg termini als 6 

mesos d’edat (P=0,017). 

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

2M 4M-CTL 4M-SDP 6M-CTL 6M-SDP

Ín
d

e
x 

d
e

 d
is

cr
im

in
ac

ió

1er test de retenció

P=0,024 

P=0,005 
P=0,009 

P=0,002 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

2M 4M-CTL 4M-SDP 6M-CTL 6M-SDP

Memòria a curt termini

Memòria No memòria



RESULTATS 

 

 

93 

  

 

 
 

Figura 4.36. Índex de discriminació obtingut en el 
segon test de retenció. Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± error estàndard (n=9-
14). Dades representatives de dos experiments 
diferents. 
 

El 70 % del ratolins de 2 mesos d’edat obtenen un índex de discriminació superior a 0,2 

en el segon test de retenció (memòria a llarg termini, Figura 4.37). Aquest percentatge 

disminueix amb l’envelliment, ja que només el 55 % dels ratolins de 4 mesos d’edat 

(4M-CTL) i el 36 % dels de 6 mesos d’edat (6M-CTL) conserven la memòria a llarg 

termini. La suplementació amb SDP incrementa el percentatge de ratolins amb 

memòria a llarg termini als 4 mesos (72,7 %) i als 6 mesos d’edat (85,7 %). 

  

 

Figura 4.37. Percentatge de ratolins amb 
memòria a llarg termini. Les barres de color llis 
representen el percentatge de ratolins amb un 
índex de discriminació superior a 0,2 en el segon 
test de retenció; les barres a ratlles mostren el 
percentatge de ratolins amb un índex de 
discriminació inferior a 0,2 (n=9-14). Dades 
representatives de dos experiments diferents. 

 

3.2. CAPACITAT D’APRENENTATGE I MEMÒRIA ESPACIAL 

El test de MWM consta de dues fases: una primera fase d’aprenentatge, que es realitza 

durant sis dies consecutius, en la qual els ratolins aprenen a localitzar una plataforma 

oculta; i una segona fase (test), que es realitza el setè dia d’experiment, on s’elimina la 

plataforma.  

L’efecte de l’envelliment sobre la corba d’aprenentatge es mostra a la Figura 4.38, 

mentre que l’efecte de la suplementació dietètica es mostra a la Figura 4.39. Els animals 
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que mantenen la capacitat d’aprenentatge, cada dia realitzen el test més ràpid, mentre 

que els animals que tenen dificultats en l’aprenentatge redueixen poc el temps de 

realització del test. El primer dia de la fase d’aprenentatge tots els grups experimentals 

requereixen el mateix temps per arribar a la plataforma (entre 43 i 50 s). Durant 

aquesta fase, els ratolins de 4 i 6 mesos d’edat necessiten un temps significativament 

superior per arribar a la plataforma oculta respecte als ratolins joves (P=0,002 i 

P<0,001, respectivament; Figura 4.38), que indica una menor capacitat d’aprenentatge 

durant l’envelliment. La suplementació amb SDP no modifica la capacitat 

d’aprenentatge dels ratolins senescents (Figura 4.39). 

 

 

 
Figura 4.38. Efecte de l’envelliment 
sobre l’evolució de l’aprenentatge. 
Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=8-9). 
Dades representatives de dos 
experiments diferents. 

 

 

 

 
 

Figura 4.39. Efecte de l’SDP sobre 
l’evolució de l’aprenentatge. Els 
resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=8-12). 
Dades representatives de dos 
experiments diferents. 

 

Els ratolins de tots els grups experimentals neden a la mateixa velocitat abans de la 

realització del MWM (16,3 - 18,5 cm/s), de manera que les diferències observades en 

l’evolució de l’aprenentatge respecte a l’envelliment no són degudes a diferències en la 

velocitat de natació entre ratolins joves i envellits. 
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Durant el test, els ratolins neden durant 1 min a la piscina i s’enregistren les trajectòries 

que realitzen. A la Figura 4.40 es mostren imatges representatives de trajectòries de 

cada grup experimental, on s’observa que cap ratolí està predominantment en el 

quadrant de la plataforma.  

Figura 4.40. Trajectòries realitzades durant el test de MWM. Imatge representativa de la trajectòria 
realitzada per un animal de cada un dels grups experimentals. El quadrant diana (quadrant superior dret) és 
on hi havia la plataforma, indicada amb una circumferència. 

Als 2 mesos d’edat, els ratolins travessen la zona on estava situada la plataforma 2,9 ± 

0,6 vegades (Figura 4.41). Als 4 mesos d’edat (4M-CTL) aquest paràmetre es manté 

similar a l’obtingut en els ratolins joves (2M), mentre que als 6 mesos d’edat (6M-CTL) 

hi ha una davallada del nombre d’entrades a aquesta zona (P=0,003). La suplementació 

dietètica amb l’SDP no modifica aquest paràmetre.  

Figura 4.41. Nombre d’entrades a la zona de la 
plataforma. Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=9-12). Dades 
representatives de dos experiments diferents. 

Els ratolins de 2 mesos d’edat (2M) són els que recorden millor on es trobava situada la 

plataforma i, per tant, hi romanen més temps (Figura 4.42). En canvi, els ratolins de 6 

mesos d’edat, independentment de la dieta que hagin rebut, hi estan menys temps 

(P<0,005). 
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Figura 4.42. Temps de permanència a la zona de 
la plataforma. Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=7-11). Dades 
representatives de dos experiments diferents. 

 

Els ratolins de tots els grups experimentals romanen el mateix temps en el quadrant on 

estava situada la plataforma (quadrant diana), entre 14,1 - 17,5 s (Figura 4.43), el que 

indica que cap grup presenta una preferència clara per aquest quadrant. Tampoc hi ha 

diferències en els temps que els ratolins estan als altres quadrants (Taula 4.1). 

 

 

 

 

Figura 4.43. Temps de permanència al quadrant 
diana. Els resultats estan expressats com a mitjana 
± error estàndard (n=10-12). Dades repre-
sentatives de dos experiments diferents. 

 

Taula 4.1. Temps de permanència a cada quadrant de la piscina.  

Grup Quadrant SO Quadrant NO Quadrant SE Quadrant NE 

2M 12,0 ± 1,0 (12) 18,0 ± 1,9 (12) 11,0 ± 1,4 (12) 17,5 ± 1,3 (12) 

4M-CTL 14,5 ± 1,8 (9) 15,6 ± 1,9 (9) 12,1 ± 1,9 (9) 16,0 ± 1,1 (9) 

4M-SDP 15,0 ± 1,1 (10) 16,1 ± 1,8 (10) 14,0 ± 1,3 (10) 14,1 ± 0,7 (10) 

6M-CTL 15,1 ± 1,1 (9) 13,9 ± 1,3 (9) 14,0 ± 1,2 (9) 16,4 ± 1,7 (9) 

6M-SDP 12,6 ± 1,5 (10) 17,7 ± 2,0 (10) 9,6 ± 1,9 (10) 17,5 ± 2,7 (10) 

Els resultats estan expressats com a mitjana ± error estàndard (n). SO: Sud-oest; NO: Nord-
oest; SE: Sud-est; NE: Nord-est (quadrant diana). 
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3.3. INFLAMACIÓ A CÒRTEX I HIPOCAMP 

L’envelliment neuronal s’associa a un estat d’inflamació crònica, que afecta la seva 

funcionalitat. Per aquest motiu s’ha estudiat l’expressió de citocines proinflamatòries 

(IL-1β, IL-6 i TNF-α) i antiinflamatòries (IL-10 i TGF-β), així com el grau de fosforilació del 

factor de transcripció NF-κB, que és un element clau de diferents vies d’inflamació. 

També s’ha estudiat l’expressió de les molècules d’adhesió ICAM-1 i VCAM-1 al còrtex i 

a l’hipocamp, i s’ha correlacionat l’abundància de les citocines IL-6, TNF-α i IL-10 amb la 

memòria a curt termini dels ratolins. 

3.3.1. Expressió de citocines  

L’expressió de la citocina proinflamatòria IL-1β tendeix a incrementar durant 

l’envelliment tant al còrtex com a l’hipocamp dels ratolins senescents (P=0,070 i 

P=0,061, respectivament; Figura 4.44). La suplementació dietètica amb SDP atenua 

l’efecte de l’envelliment sobre la IL-1β a l’hipocamp (P=0,022), però no al còrtex.  

Figura 4.44. Expressió de la IL-1β al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=5-9). Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp. 

L’envelliment incrementa l’expressió de la citocina IL-6 tant al còrtex com a l’hipocamp 

dels animals senescents en comparació amb els joves (P=0,015 i P<0,001, 

respectivament; Figura 4.45). Al còrtex, la suplementació dietètica amb SDP prevé 

l’increment en l’expressió de la IL-6 associat a l’envelliment (P=0,027), però no 

s’observa aquest efecte a l’hipocamp. 
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Figura 4.45. Expressió de la IL-6 al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=5-10). Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp. 

Els animals envellits presenten una major expressió de la citocina TNF-α en el teixit 

cortical respecte els animals joves (P=0,002; Figura 4.46). La suplementació amb SDP 

redueix l’efecte de l’envelliment sobre l’expressió d’aquesta citocina (P=0,026). En 

canvi, ni l’envelliment ni la suplementació amb SDP modifica l’expressió d’aquesta 

citocina a l’hipocamp.  

Figura 4.46. Expressió del TNF-α al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=5-9). Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp. 

Al còrtex, l’expressió del TGF-β tendeix a incrementar als 6 mesos d’edat respecte el 

grup de 2 mesos d’edat (P=0,059; Figura 4.47). La suplementació dietètica amb SDP no 

modifica la seva expressió respecte el grup de ratolins de 6 mesos d’edat alimentats 

amb el pinso control. D’altra banda, a l’hipocamp, ni l’edat ni el pinso modifica 

l’expressió d’aquesta citocina. 
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Figura 4.47. Expressió del TGF-β al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=5-10). Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp.  

L’expressió de la IL-10 és indetectable tant al còrtex com a l’hipocamp. L’envelliment no 

modifica la concentració d’IL-10 al còrtex, però la suplementació amb SDP n’incrementa 

la seva concentració (P=0,027; Figura 4.48).  

 

 

 

 
 
Figura 4.48. Concentració de la IL-10 al còrtex. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=6). Cx: Còrtex. 

 

3.3.2. Activació d’NF-κB 

L’NF-κB és un factor de transcripció molt important en la via de senyalització 

proinflamatòria i s’activa per fosforilació (p-NF-κB). L’abundància proteica de l’NF-κB no 

es modifica amb la senescència. En canvi, els ratolins de 6 mesos d’edat tendeixen a 

presentar un increment en l’activació d’aquest factor al còrtex (P=0,057; Figura 4.49). 

La suplementació dietètica amb SDP prevé l’activació d’aquest factor associada a 

l’envelliment (P=0,018). 
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Figura 4.49. Abundància relativa del p-NF-κB respecte 
l’NF-κB total al còrtex. Els resultats estan expressats 
com a mitjana ± error estàndard (n=3-4). A la part 
inferior de la figura es mostren imatges 
representatives del Western Blot del p-NF-κB i del NF-
κB total. Cx: Còrtex. 
 

3.3.3. Expressió de molècules d’adhesió 

Les molècules d’adhesió ICAM-1 i VCAM-1 participen en l’adhesió i reclutament de 

leucòcits i, per tant, estan molt involucrades en la neuroinflamació. Al còrtex, 

l’expressió d’ICAM-1 incrementa en els ratolins senescents respecte als ratolins joves 

(P=0,016; Figura 4.50). La suplementació dietètica amb SDP no modifica aquest efecte 

de l’envelliment. D’altra banda, l’envelliment redueix l’expressió d’aquesta molècula 

d’adhesió a l’hipocamp, independentment de la dieta consumida (P=0,014 en el grup 

6M-CTL i P<0,001 en el grup 6M-SDP). 

Figura 4.50. Expressió d’ICAM-1 al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=5-10). Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp. 
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L’expressió de VCAM-1 també incrementa al còrtex dels ratolins envellits respecte els 

joves (P=0,015; Figura 4.51). El consum del pinso SDP tendeix a evitar l’augment 

d’aquesta molècula d’adhesió (P=0,070). A l’hipocamp, en canvi, ni l’envelliment ni la 

suplementació dietètica amb SDP modifica l’expressió de VCAM-1. 

Figura 4.51. Expressió de VCAM-1 al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=5-10). Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp. 

 

3.3.4. Relació entre inflamació i memòria a curt termini 

Degut al paper que juga la neuroinflamació en el deteriorament cognitiu, s’ha avaluat la 

correlació existent entre dues citocines proinflamatòries (IL-6 i TNF-α) i una 

antiinflamatòria (IL-10) amb l’índex de discriminació del primer test de retenció 

(memòria a curt termini). Com es pot observar, a la Figura 4.52 hi ha una clara 

correlació entre l’expressió de citocines proinflàmatòries al còrtex i la pèrdua de 

memòria a curt termini, com succeeix en el cas de la IL-6 (P=0,042) i del TNF-α 

(P=0,066). D’altra banda, una concentració elevada de la citocina IL-10 al còrtex dels 

ratolins es correlaciona amb la preservació d’aquest tipus de memòria (P=0,029).  
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Figura 4.52. Correlació entre l’índex de discriminació del primer test de retenció i l’expressió de la IL-6 
(A), del TNF-α (B) i la concentració de la IL-10 (C) al còrtex. Correlació de Pearson P=0,042; P=0,066; 
P=0,029, respectivament. ID: Índex de discriminació. 

3.4. ESTRÈS OXIDATIU A CÒRTEX I HIPOCAMP  

Durant l’envelliment hi ha un increment de l’estat oxidatiu del teixit, que pot estar 

implicat en la davallada cognitiva associada a la senescència. Per aquest motiu s’ha 

determinat la concentració cerebral del peròxid d’hidrogen (H2O2) i la del 

malondialdehid (MDA) dels ratolins dels diferents grups experimentals. També s’ha 

estudiat l’expressió d’enzims antioxidants com la catalasa i la superòxid dismutasa 

(SOD). 
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3.4.1. Concentració d’elements oxidants 

Els ratolins de 6 mesos d’edat presenten una concentració d’H2O2 al teixit cortical més 

elevada que els ratolins de 2 mesos d’edat (318,7 ± 18,6 nmol/g proteïna i 243,2 ± 18,17 

nmol/g proteïna; respectivament, P=0,008; Figura 4.53A). El consum de pinso SDP 

prevé aquest efecte de l’envelliment (P=0,005). D’altra banda, ni l’envelliment ni la 

suplementació amb SDP modifiquen la concentració d’H2O2 a l’hipocamp, on tots els 

grups tenen una concentració similar, propera als 600 nmol/g proteïna (Figura 4.53B).  

Figura 4.53. Concentració d’H2O2 al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=5-10). Dades representatives de dos experiments diferents. Cx: Còrtex; Hc: 
Hipocamp. 

La concentració d’MDA a còrtex augmenta amb l’edat (P=0,011; Figura 4.54A), el que 

indica que hi ha una major lipoperoxidació del teixit cortical. La suplementació amb SDP 

tendeix a atenuar aquest increment associat a l’envelliment (P=0,070). En canvi, la 

concentració de malondialdehid a l’hipocamp és indetectable (Figura 4.54B). 

L’increment en la peroxidació lipídica cortical durant l’envelliment està associada a un 

augment de la concentració del H2O2, tal com indica la correlació de Pearson entre les 

dues variables (P=0,0022; Figura 4.55). 
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Figura 4.54. Concentració de malondialdehid al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan expressats 
com a mitjana ± error estàndard (n=6-13). Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp; MDA: malondialdehid. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.55. Correlació entre la concentració de malondialdehid i d’H2O2 al còrtex. Correlació de Pearson 
P=0,0022; MDA: malondialdehid. 

3.4.2. Expressió d’enzims antioxidants 

La catalasa i la SOD són dos enzims que converteixen espècies oxidants en altres 

molècules menys nocives per l’organisme. L’envelliment no modifica l’expressió 

d’aquests enzims en cap de les àrees estudiades (Figura 4.56 i 4.57, respectivament). 

L’administració del pinso SDP només tendeix a reduir l’expressió de la catalasa a 

l’hipocamp (P=0,061; Figura 4.56B).  
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Figura 4.56. Expressió de catalasa al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=5-10). Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp. 

Figura 4.57. Expressió de superòxid dismutasa al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± error estàndard (n=4-10). Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp; SOD: superòxid dismutasa. 

3.5. BARRERA HEMATOENCEFÀLICA 

La barrera hematoencefàlica protegeix l’encèfal contra agents que puguin alterar 

l’homeòstasi cerebral, incloent mediadors d’inflamació o productes farmacèutics. 

Durant l’envelliment, hi ha una davallada de la integritat de la barrera hematoencefàlica 

i, per tant, incrementa la permeabilitat vascular.  

En aquest apartat s’ha estudiat el pas de blau d’Evans (EB; Evans blue) com a marcador 

de la funcionalitat de la barrera hematoencefàlica i l’expressió de proteïnes del complex 

d’unió. 

 

 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

2M 6M-CTL 6M-SDP

Ex
p

re
ss

ió
 r

e
la

ti
va

SOD - CxA

0,0

0,3

0,6

0,9

1,2

2M 6M-CTL 6M-SDP

Ex
p

re
ss

ió
 r

e
la

ti
va

SOD - HcB

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2M 6M-CTL 6M-SDP

Ex
p

re
ss

ió
 r

e
la

ti
va

Catalasa - CxA

0,0

0,5

1,0

1,5

2M 6M-CTL 6M-SDP

Ex
p

re
ss

ió
 r

e
la

ti
va

Catalasa - HcB

P=0,061 



RESULTATS 

106 

3.5.1. Permeabilitat vascular a blau d’Evans 

L’EB es distribueix per tot l’organisme donant una coloració blavosa visible a les 

mucoses. A la Figura 4.58 es pot veure el ratolí abans de l’administració d’EB i una hora 

després d’aquesta.  

Figura 4.58. Ratolí P8 abans de 
l’administració d’EB (A) i una hora després 
de l’administració (B).  

L’envelliment tendeix a incrementar la permeabilitat capil·lar i, per tant, s’acumula més 

EB al cervell (P=0,067; Figura 4.59) i el pinso suplementat amb SDP prevé els efectes de 

l’envelliment sobre aquesta variable (P=0,034). 

Figura 4.59. Concentració d’EB al cervell. Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± error estàndard (n=5-7). 
EB: Evans blue.  

3.5.2. Expressió de proteïnes del complex d’unió 

Les proteïnes del complex d’unió participen en el manteniment de la integritat de la 

barrera hematoencefàlica al SNC. L’abundància de ZO-1 i E-cadherina a l’encèfal de 

ratolins de 6 mesos d’edat és inferior que als de 2 mesos d’edat (P=0,039, Figura 4.60A i 

P=0,085, Figura 4.61A, respectivament). La suplementació dietètica amb SDP prevé la 

davallada de la ZO-1 associada a l’envelliment (P=0,034) i incrementa l’expressió de l’E-

cadherina (P=0,007) en aquest teixit.  
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Figura 4.60. Abundància relativa de ZO-1 al cervell. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=6-7). A la part inferior de la figura es mostren imatges 
representatives del Western Blot de la ZO-1 i de l’actina.  

 

 

 

 

 

Figura 4.61. Abundància relativa d’E-cadherina al cervell. 
Els resultats estan expressats com a mitjana ± error 
estàndard (n=7). A la part inferior de la figura es mostren 
imatges representatives del Western Blot de l’E-cadherina 
i de l’actina.  

3.6. INTEGRITAT NEURONAL  

En aquest apartat s’estudia els efectes de l’envelliment sobre diferents proteïnes 

involucrades en el procés d’envelliment neuronal. Per una banda, la sirtuïna 1 (SIRT1) és 

un enzim desacetilasa que està implicat en processos d’inflammaging a través de la 

desacetilació de proteïnes com l’NF-κB. D’altra banda, la sinaptofisina és una proteïna 

de les vesícules sinàptiques utilitzada com a marcador d’abundància de sinapsis. La 

proteïna β-amiloide està molt implicada en la patogènesi de la malaltia d’Alzheimer, en 

la que també hi ha una hiperfosforilació de la proteïna Tau, de manera que es 

desestabilitza i no pot mantenir units els microtúbuls i, finalment, es desintegren en 

cabdells neurofibril·lars. 
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3.6.1. Abundància de sirtuïna 1 

L’abundància relativa de la SIRT1 es troba disminuïda als 6 mesos d’edat, en comparació 

amb els de 2 mesos d’edat, tant en el còrtex com en l’hipocamp (P=0,051 i P=0,043, 

respectivament; Figura 4.62). La suplementació dietètica no modifica aquest efecte de 

l’envelliment sobre la SIRT1 cerebral.  

Figura 4.62. Abundància relativa de sirtuïna 1 al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± error estàndard (n=6-8). A la part inferior de la figura es mostren imatges 
representatives del Western Blot de la sirtuïna 1 i de l’actina. SIRT1: sirtuïna 1; Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp. 

3.6.2. Abundància de sinaptofisina 

L’abundància relativa de la sinaptofisina disminueix en els ratolins envellits, (P=0,030 i 

P=0,053 al còrtex i a l’hipocamp, respectivament; Figura 4.63). La suplementació 

dietètica amb SDP exerceix efectes diferents en funció de l’estructura cerebral. Mentre 

que al còrtex aquesta suplementació dietètica no té cap efecte sobre l’expressió de la 

sinaptofisina, a l’hipocamp és prevé la seva disminució associada a l’envelliment 

(P=0,037). 

 

 

 

0,0

0,5

1,0

1,5

2M 6M-CTL 6M-SDP

U
n

it
at

s 
ar

b
it

rà
ri

e
s

SIRT1 - HcB

0,0

0,5

1,0

1,5

2M 6M-CTL 6M-SDP

U
n

it
at

s 
ar

b
it

rà
ri

e
s

SIRT1 - CxA

P=0,043 P=0,051 

P=0,018 

SIRT

Actina 
SIRT1 

Actina 



RESULTATS 

 

 

109 

Figura 4.63. Abundància relativa de sinaptofisina al còrtex (A) i a l’hipocamp (B). Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± error estàndard (n=6-8). A la part inferior de la figura es mostren imatges 
representatives del Western Blot de la sinaptofisina i de l’actina. Cx: Còrtex; Hc: Hipocamp. 

3.6.3. Abundància de β-amiloide 

L’abundància relativa de β-amiloide no es modifica als 6 mesos d’edat (6M-CTL) 

respecte als ratolins joves (Figura 4.64). L’SDP tampoc exerceix cap efecte sobre 

aquesta proteïna. 

 

 

 

 

 

Figura 4.64. Abundància relativa de β-amiloide al 
cervell. Els resultats estan expressats com a mitjana ± 
error estàndard (n=6-7). A la part inferior de la figura es 
mostren imatges representatives del Western Blot de la 
β-amiloide i de l’actina.  
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3.6.4. Abundància de Tau fosforilada 

La Tau fosforilada incrementa als 6 mesos d’edat respecte dels ratolins de 2 mesos 

d’edat (P=0,009; Figura 4.65). D’altra banda, la suplementació dietètica amb SDP 

disminueix aquesta fosforilació (P=0,032). 

 

 

 

 

Figura 4.65. Abundància relativa de p-Tau respecte la 
Tau total al cervell. Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± error estàndard (n=4-5). A la part inferior de la 
figura es mostren imatges representatives del Western 
Blot de la p-Tau i de la Tau total. 

 

3.7. CITOCINES PLASMÀTIQUES 

Durant l’envelliment, incrementa la concentració plasmàtica de les citocines 

proinflàmatòries IL-6 i TNF-α, assolint concentracions tres vegades superiors als 6 que 

als 2 mesos d’edat com succeeix en el cas de la IL-6 (Figura 4.66). A més, la 

suplementació dietètica amb SDP redueix aquest increment tant en el cas de la IL-6 

(P=0,046), com en el cas del TNF-α (P=0,041; Figura 4.67). 

 

 

 

 

Figura 4.66. Concentració plasmàtica de la IL-6. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=6).  
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Figura 4.67. Concentració plasmàtica del TNF-α. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=6).  

 

Els ratolins P8 envellits presenten un increment de la concentració plasmàtica de la 

citocina IL-10 (P=0,028, Figura 4.68). Els ratolins alimentats amb el pinso d’SDP mostren 

la meitat d’IL-10 plasmàtica que els ratolins envellits i alimentats amb pinso control 

(P=0,017).  

 

 

 

 

 
Figura 4.68. Concentració plasmàtica de la IL-10. Els 
resultats estan expressats com a mitjana ± error estàndard 
(n=4-5).  
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La senescència es caracteritza per un augment de l’estat inflamatori basal, que 

contribueix al desenvolupament i progressió de diverses malalties associades a 

l’envelliment com, per exemple, les malalties cardiovasculars i les alteracions 

cognitives. Aquest increment de l’estat inflamatori condueix a una davallada de la 

funcionalitat del sistema immunitari i a una capacitat de resposta reduïda davant 

d’infeccions i d’agressions externes, que es coneix amb el nom d’immunosenescència 

(Larbi et al., 2011). A més, aquesta davallada es caracteritza per una inflamació de baixa 

intensitat sostinguda en el temps, coneguda com inflammaging i que cursa amb un 

augment de la producció de citocines proinflamatòries i d’altres mediadors de la 

inflamació (Franceschi, 2007; Larbi et al., 2008). La prevenció d’aquest inflammaging és 

de gran importància per evitar l’aparició de malalties associades a l’envelliment, com les 

cardiovasculars o els trastorns neurodegeneratius (Larbi et al., 2008). 

En els darrers anys, s’ha demostrat en models experimentals d’inflamació aguda (Pérez-

Bosque et al., 2006, 2008, 2016a) i crònica (Pérez-Bosque et al., 2016b) que la 

suplementació dietètica amb proteïnes plasmàtiques d’origen porcí (SDP) millora la 

funció de barrera de la mucosa intestinal en les etapes inicials del desenvolupament i 

modula el grau d’activació del teixit limfoide associat a l’intestí. 

Aquest estudi s’ha realitzat en ratolins que envelleixen de forma accelerada (SAMP8). 

Primerament, s’ha caracteritzat el grau d’activació del teixit limfoide associat a l’intestí 

(GALT) i, posteriorment, s’ha avaluat la capacitat de resposta immunitària intestinal de 

ratolins senescents i els efectes de l’SDP front a una toxina bacteriana. Finalment, s’ha 

estudiat els possibles efectes de la suplementació dietètica amb SDP sobre les funcions 

cognitives en els ratolins SAMP8, ja que la inflamació crònica pot influir en l’aparició de 

trastorns neurodegeneratius (Barrientos et al., 2012).  

EFECTE DE L’ENVELLIMENT SOBRE EL TEIXIT LIMFOIDE ASSOCIAT A L’INTESTÍ 

Així doncs, en el present treball de tesi s’han estudiat els canvis del sistema immunitari 

associat a l’intestí durant l’envelliment, en ratolins propensos a la senescència 

accelerada (SAMP8) i en ratolins control (SAMR1); ambdues soques s’utilitzen 

àmpliament per la recerca sobre l’envelliment (Takeda et al., 2013).  

El sistema immunitari és fonamental pel manteniment de l’homeòstasi de l’organisme 

però es deteriora a mida que envellim, fenomen conegut com a immunosenescència 

(Larbi et al., 2011). Com a conseqüència, es produeix un increment en la susceptibilitat i 
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en la severitat de processos infecciosos, autoimmunitaris i cancerígens (Yancik i Ries, 

1991; Hirokawa et al., 1992). Per tant, un coneixement més profund de les alteracions 

que s’esdevenen durant l’envelliment del sistema immunitari permetria dissenyar 

estratègies d’actuació per endarrerir la immunosenescència i disminuir la incidència de 

les patologies associades. 

Els nostres resultats mostren que als 2 mesos d’edat, la majoria de variables estudiades 

en els ratolins SAMP8 i SAMR1 tenen valors similars, si bé ja es pot observar una 

disminució en el recompte de limfòcits tant als ganglis limfàtics mesentèrics (GLM) com 

a les plaques de Peyer (PP) en els ratolins SAMP8 respecte els SAMR1. Aquesta 

diferència augmenta amb l’edat, quan el deteriorament dels sistema immunitari és més 

evident.  

Tot i que l’envelliment es relaciona amb disfuncions tant de les cèl·lules B com de les 

cèl·lules T, aquestes últimes són les més susceptibles a la immunosenescència (Castle, 

2000; Globerson i Effros, 2000). Això és degut a que amb l’edat es produeix una 

involució tímica i s’esdevé un biaix cap a l’augment de les subpoblacions de cèl·lules T 

efectores i memòria en detriment de les cèl·lules T verges (Pawelec i Larbi, 2008; Weng, 

2006). Els nostres resultats mostren que l’envelliment disminueix el percentatge de 

limfòcits Th als GLM en els ratolins SAMP8 però no succeeix el mateix a les PP. Martinet 

et al. (2014) van observar efectes similars de l’envelliment en ratolins C57BL/6. A més, 

s’han descrit defectes cel·lulars que influeixen sobre la capacitat de resposta de les 

cèl·lules T (Larbi et al., 2011), com alteracions de la membrana cel·lular (Larbi et al., 

2006), expressió de molècules de la superfície cel·lular implicades en l’activació 

limfocítica, expressió de receptors de citocines i també alteracions transcripcionals 

(Chen et al., 2013).  

Durant l’envelliment, es produeix una alteració en la producció de citocines, les quals 

juguen un paper central en la remodelació dels sistema immunitari, ja que regulen el 

creixement i diferenciació dels leucòcits i presenten nombroses activitats biològiques 

(McNerlan et al., 2002). Diversos estudis han demostrat que, a mida que s’envelleix, hi 

ha un increment de la producció de citocines proinflamatòries com la IL-6, la IL-1β o el 

TNF-α, que promouen una inflamació crònica en els ancians (Bruunsgaard et al., 2003; 

Ershler i Keller, 2000) i que afavoreixen l’aparició i progressió de malalties 

degeneratives que sovint acompanyen l’edat avançada (Ponnappan i Ponnappan, 2011). 

Els nostres resultats mostren que en els ratolins SAMP8 es produeix una inflamació 

intestinal perllongada de baixa intensitat, que s’evidencia per un increment en 
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l’expressió de les citocines proinflamatòries IL-6 i TNF-α a la mucosa de jejú a mesura 

que els ratolins envelleixen i que va acompanyat per un augment del percentatge de 

limfòcits Th activats.  

Les persones d’edat avançada mostren dificultats per resoldre les infeccions degut a la 

inflamació basal inespecífica que presenten (Nacionales et al., 2015), fet que 

incrementa la mortalitat (Nacionales et al., 2014; Weng, 2006; Solana et al., 2006). 

Juntament amb la pèrdua de la capacitat per generar una resposta específica de les 

cèl·lules T , els limfòcits T reguladors (Treg) són menys eficients inhibint les activitats 

proinflamatòries d’altres tipus cel·lulars i, per tant, en prevenir l’inflammaging (Larbi et 

al., 2011; Zhao et al., 2007). Els nostres resultats demostren que el percentatge de 

limfòcits Treg incrementa als GLM dels ratolins SAMP8 i SAMR1 durant l’envelliment. En 

aquest sentit, diversos estudis en ratolins Balb/c i C57BL/6 han demostrat una major 

presència dels limfòcits Treg en els òrgans limfoides d’animals vells en comparació amb 

animals joves, mentre que el nombre de Treg a la sang es manté inalterat (Zhao et al., 

2007; Lages et al., 2008).  

EFECTE DE LA SUPLEMENTACIÓ AMB SDP SOBRE EL TEIXIT LIMFOIDE ASSOCIAT A L’INTESTÍ EN 

L’ENVELLIMENT 

La dieta pot jugar un paper molt important en la prevenció i l’evolució de patologies 

associades a l’envelliment (Maijó et al., 2014), ja que pot reduir l’inflammaging 

mitjançant canvis epigenètics (Bacalini et al., 2014). 

Tal com s’ha comentat anteriorment, durant l’envelliment, els ratolins SAMP8 

presenten una inflamació intestinal de baixa intensitat que es manifesta, principalment, 

per un increment del percentatge de limfòcits activats a les PP i de l’expressió de 

citocines proinflamatòries a la mucosa de jejú. La suplementació dietètica amb SDP 

redueix l’augment de l’expressió de les citocines IL-6, TNF-α i IFN-γ a la mucosa 

intestinal. Aquest efecte antiinflamatori de l’SDP concorda amb el que s’havia observat 

anteriorment, tant en un model experimental d’inflamació intestinal aguda induïda per 

l’enterotoxina B d’Staphylococcus aureus (SEB) en rata (Pérez-Bosque et al., 2006) i 

ratolí (Pérez-Bosque et al., 2016a), com en un model genètic de colitis en ratolí (Pérez-

Bosque et al., 2015, 2016b). 

El SEB és un superantigen capaç d’activar la resposta immunitària cel·lular mitjançant 

l’estimulació policlonal de cèl·lules T (Kappler et al., 1989) amb un especial tropisme per 
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l’intestí (McKay et al., 1998) i, per tant, activa al GALT (Pérez-Bosque et al., 2004, 2008, 

2016). L’administració de la toxina provoca un increment en el nombre de limfòcits i el 

percentatge de limfòcits Th activats en els ratolins SAMP8 joves, tant als GLM com a les 

PP, fet que indica que el teixit limfoide associat a l’intestí respon a la toxina. A més, es 

produeix un augment de l’expressió de les citocines proinflamatòries IL-6, TNF-α i IFN-γ 

a la mucosa de jejú, així com de la citocina antiinflamatòria IL-10 als ratolins SAMP8 de 

2 mesos. Aquest efecte sobre l’alliberació de citocines proinflamatòries en ratolins joves 

ha estat descrit per diversos autors (Pérez-Bosque i Moretó, 2010; Krakauer et al., 

2010).  

Degut a que l’inflammaging comporta una dificultat per resoldre les infeccions 

(Nacionales et al., 2015), els ratolins envellits generen una menor resposta immunitària 

davant del SEB. En aquests ratolins el nombre de limfòcits, tant als GLM com a les PP, 

no varia després de l’administració de l’enterotoxina i, a més, no incrementa la 

subpoblació de limfòcits Th activats. S’ha observat que en els ratolins de 6 mesos 

d’edat, l’administració del SEB només incrementa l’expressió del TNF-α, indicant que 

aquests animals no poden generar una resposta específica contra un agent patogènic.  

Els ratolins que han rebut el suplement amb SDP generen una resposta immunitària 

intestinal contra la toxina, que es manifesta amb un increment del percentatge de 

limfòcits Th activats i de l’expressió de citocines a la mucosa intestinal. L’efecte de l’SDP 

pot ser degut a que disminueix l’inflammaging i, per tant, al reduir l’activitat basal 

inespecífica del sistema immunitari intestinal, permet una resposta immunitària eficaç 

contra el SEB, similar a l’observada en els ratolins joves. Aquest efecte està mediat per 

un increment en el percentatge de limfòcits Treg i la principal citocina antiinflamatòria, 

la IL-10. Aquests resultats immunomoduladors són similars als descrits anteriorment 

(Pérez-Bosque et al., 2010, 2016). 

Tot i que la connexió entre els fenòmens que tenen lloc a la llum intestinal, com a 

conseqüència de la suplementació amb SDP, i la resposta del GALT encara no és del tot 

coneguda, hi ha diversos mecanismes mitjançant els quals l’SDP pot modular la resposta 

immunitària intestinal. Probablement hi estan involucrats pèptids bioactius presents a 

l’SDP, una disminució de la càrrega antigènica de la llum intestinal i un perfil beneficiós 

de la microbiota intestinal (Petschow et al., 2015). En aquest sentit, en el tracte 

intestinal, la microbiota i el GALT mantenen l’homeòstasi (Neish, 2009). L’inflammaging 

pot trencar aquesta condició donant lloc a canvis en la composició del microbioma 

(Guigoz et al., 2008). L’SDP pot contrarestar la infectivitat de patògens a través de la 
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reducció de l'adhesió dels patògens a la mucosa intestinal gràcies a les 

immunoglobulines i glicoproteïnes presents en l’SDP, que poden unir-se a antígens 

potencials en la llum de l'intestí i impedir la seva adhesió a la mucosa (Van Dijk et al., 

2001; Bosi et al., 2004). Aquestes immunoglobulines també poden originar canvis en la 

microbiota intestinal, augmentant la riquesa de l'ecosistema, com suggereixen Martin-

Orúe et al. (2008). En aquest sentit, s’ha vist que la suplementació dietètica amb SDP 

durant 2 mesos disminueix la diversitat d’espècies microbianes en les femtes dels 

ratolins SAMP8, el que reforça la hipòtesi de que els efectes antiinflamatoris del 

suplement estarien mediats per canvis en el microbioma intestinal (Moretó et al., 

2015). D’altra banda, degut a que l’SDP és una barreja complexa de factors de 

creixement, citocines i compostos biològicament actius, s'hauria de considerar el paper 

d'aquestes proteïnes interactuant amb les cèl·lules immunitàries presents a la mucosa, 

canviant així el perfil de citocines mucosals (Pérez-Bosque i Moretó, 2010). 

EFECTE DE L’SDP SOBRE EL TEIXIT CEREBRAL 

Una de les característiques de l’envelliment cerebral és l’aparició de deteriorament 

cognitiu com a conseqüència, en part, d’una inflamació de baixa intensitat perllongada 

en el temps. Aquesta inflamació crònica contribueix a una major producció d’espècies 

reactives d’oxigen (ROS) que generen dany oxidatiu que s’acumula a lípids, proteïnes i 

àcids nucleics al llarg de la vida (Butterfield et al., 2006; Haider et al., 2014). Aquestes 

alteracions desencadenen canvis neuronals que provoquen una pèrdua de les funcions 

cognitives (Azcoitia et al., 2005). En l’envelliment hi ha una pèrdua de la memòria 

(Ramis et al., 2013, 2016) i de la capacitat d’aprenentatge (Wilson et al., 2002), dos 

processos estretament relacionats.  

L’increment de l’esperança de vida en els països desenvolupats, ha promogut la recerca 

per aconseguir noves estratègies per atenuar la pèrdua de memòria (Morrison i Chein, 

2011; Shipstead et al., 2010). Diverses investigacions mostren que l’administració 

continuada de suplements rics en antioxidants poden tenir efectes antiinflamatoris. La 

quercetina, les mores o extractes del té verd, poden millorar la memòria i la capacitat 

d’aprenentatge en rosegadors vells (Shukitt-Hale et al., 2009; Blaylock i Maroon, 2012).  

La soca de ratolins SAMP8 presenta un deteriorament cognitiu progressiu (Shih et al., 

2010), que els fa molt útils per estudiar trastorns neurodegeneratius. En les nostres 

condicions, els ratolins SAMP8 envellits interaccionen menys amb els objectes, ja que 

als 6 mesos d’edat es redueix el temps d’exploració. A més, els ratolins SAMP8 de 4 i 6 
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mesos han discriminat menys entre l’objecte nou i l’objecte vell (al 1r i 2on test de 

retenció), que indica que als 4 mesos d’edat ja hi ha una davallada de la memòria a curt 

i a llarg termini. Els resultats d’aquest test estan molt influïts per les lesions de 

l’hipocamp i de l’escorça cerebral (Buckmaster et al., 2004, Aggleton et al., 2010). 

A més, s’ha estudiat la capacitat d’aprenentatge i la memòria espacial mitjançant el 

laberint d’aigua de Morris (MWM; Morris water maze). En l’envelliment hi ha una 

disminució de la capacitat d’aprenentatge, com indica el fet de que els ratolins de 6 

mesos d’edat triguin més temps a trobar la plataforma que els ratolins joves. A més, 

hem observat que els ratolins SAMP8 de 2 mesos d’edat presenten certa pèrdua de la 

memòria espacial, ja que després de 6 dies d’aprenentatge no són capaços de recordar 

on estava situada la plataforma. 

La suplementació dietètica amb SDP a partir dels 2 mesos d’edat prevé la pèrdua de 

memòria a curt i llarg termini en els ratolins senescents i, en canvi, no promou una 

millora en la memòria espacial ni en la capacitat d’aprenentatge. Altres 

suplementacions dietètiques amb caràcter antiinflamatori iniciades en edats més 

primerenques sí que presenten un efecte beneficiós sobre la memòria espacial. 

Concretament, Palomera-Avalós et al. (2016) han vist que la suplementació dietètica 

amb resveratrol des de les 6 fins a les 14 setmanes d’edat prevé el deteriorament de la 

memòria espacial i de la memòria a curt termini en ratolins SAMP8 als quals s’ha induït 

estrès metabòlic. D’altra banda, un estudi de Nakai et al. (2016) ha mostrat que els 

ratolins SAMP8 de 3 mesos d’edat, alimentats durant un mes amb un suplement de 

gingebre conserven una memòria espacial similar a la dels ratolins SAMR1, fet que està 

correlacionat amb l’increment de la neurogènesi a l’hipocamp dels ratolins SAMP8. 

L’administració d’altres suplements amb efectes antiinflamatoris, com el ginseng 

vermell, també prevé la pèrdua de la memòria a llarg termini i la memòria espacial en 

ratolins C57BL/6 envellits (Lee i Oh, 2015).  

Les alteracions cognitives que es desenvolupen durant l’envelliment i que poden donar 

lloc a malalties neurodegeneratives com l’Alzheimer (Liu i Chan, 2014), l’esquizofrènia 

(Wonodi i Schwarcz, 2010), la malaltia de Parkinson o l’esclerosi múltiple (Simi et al., 

2007; Van Eldik et al., 2007) són degudes en gran part a una inflamació crònica de baixa 

intensitat (Barrientos et al., 2012). La neuroinflamació és un mecanisme de defensa que 

protegeix el sistema nerviós central (SNC) d’infeccions (Spencer et al., 2012). Quan es 

produeix un desequilibri de la resposta inflamatòria, la neuroinflamació es converteix 

en un procés perjudicial per l’organisme que, fins i tot, pot generar mort neuronal 
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(Mawhinney et al., 2011). La neuroinflamació associada a l’envelliment pot ser 

conseqüència de múltiples causes, com la disminució de la resposta immunitària innata 

i adaptativa front a patògens (que resulta en una cronificació de la infecció), cèl·lules 

alterades o la secreció de citocines proinflamatòries per part de les cèl·lules senescents 

(Deeks, 2011; Salminem et al., 2008a, 2008b). Aquestes alteracions activen diverses vies 

de senyalització proinflamatòries, com la via del NF-κB o la del complex multiproteic 

anomenat inflamasoma que promou l’activació de la IL-1β (Spencer et al., 2012). El 

factor NF-κB és una de les vies de senyalització més importants en la inflamació ja que 

estimula la transcripció de gens proinflamatoris i, per tant, perpetua la inflamació 

(Salminem et al., 2008a, 2008b). A l’encèfal, l’NF-κB s’expressa tant en neurones com 

en cèl·lules de la glia i afecta la plasticitat sinàptica i la memòria (Williams et al., 2008; 

Nakajima et al., 2006). La inhibició farmacològica d’NF-κB redueix la inflamació 

característica de l’envelliment, fenomen que també s’ha observat en models knock out 

de la senyalització d’NF-κB (Osorio et al., 2012; Tilstra et al., 2012). Generalment, les 

citocines proinflamatòries contribueixen directament a la degeneració neuronal, 

indueixen l’apoptosi de neurones i cèl·lules glials, incrementen la permeabilitat de la 

barrera hematoencefàlica i promouen la migració de cèl·lules del sistema immunitari 

perifèric al SNC (Smith et al., 2012). A més, les citocines proinflamatòries incrementen 

la producció de ROS i òxid nítric, que són factors tòxics per les neurones (Hsieh i Yang, 

2013). Entre les citocines proinflamatòries, el TNF-α és la citocina neuroinflamatòria 

més important, ja que és un potent activador de les cèl·lules del sistema immunitari. En 

la inflamació crònica hi ha concentracions elevades de TNF-α en el teixit cerebral, que 

s’associen a malalties neurodegeneratives (Sochocka et al., 2016).  

Al considerar-se la neuroinflamació com un factor clau en el procés d’envelliment 

cerebral moltes estratègies per prevenir l’envelliment estan orientades cap a 

l’atenuació de l’activació immunitària basal inespecífica. En les nostres condicions, els 

ratolins SAMP8 envellits mostren un increment en l’expressió de les citocines 

proinflamatòries IL-1β, IL-6 i TNF-α al teixit cerebral, així com un augment en l’activació 

del factor de transcripció NF-κB al còrtex. A més, els ratolins SAMP8 de 6 mesos d’edat 

també presenten un increment de la concentració plasmàtica de les citocines IL-6 i TNF-

α, que podrien estar potenciant la inflamació cerebral. En les nostres condicions, l’SDP 

atenua l’estat de neuroinflamació associat a l’envelliment ja que, a més de reduir 

l’activació del factor NF-κB, també disminueix l’expressió d’IL-1β, IL-6 i TNF-α, tant al 

còrtex com a la sang, tal i com també succeeix a l’intestí dels ratolins envellits. Lee i Oh 

(2015) han demostrat l’eficàcia de la suplementació dietètica amb ginseng vermell per 
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reduir l’abundància de citocines proinflamatòries en ratolins C57BL/6 de 20 mesos 

d’edat. A més, ratolins suplementats amb resveratrol presentaven una capacitat de 

memòria superior que la dels ratolins que no havien rebut el suplement, que estaria 

correlacionat amb una menor producció de citocines proinflamatòries (Lee i Oh, 2015). 

En aquest sentit, els nostres resultats mostren que la major expressió de les citocines IL-

6 i TNF-α es correlaciona amb índexs de discriminació més baixos en el primer test de 

retenció del NORT. Aquest fet indica que la neuroinflamació redueix la memòria a curt 

termini i que els efectes de l’SDP observats en el manteniment de la memòria poden ser 

deguts al seu efecte antiinflamatori. 

A l’encèfal, el TGF-β afavoreix la supervivència cel·lular, és neuroprotector i redueix 

l’activació de la micròglia i de la producció de ROS per part d’aquesta (Dhandapani i 

Brann, 2003; Abutbul et al., 2012). D’altra banda, s’ha descrit un augment del TGF-β 

cerebral en individus d’edats avançades (Werry et al., 2010). Aquest increment del TGF-

β cerebral no s’acompanya dels seus efectes protectors ja que, durant l’envelliment, 

disminueix la sensibilització de la cascada de senyalització d’Smad3 a causa de 

l’augment dels processos inflamatoris i aquests esdevenen més oxidatius i citotòxics 

(Tichauer et al., 2014; Schmierer i Hill, 2007). En les nostres condicions, hem observat 

un increment de TGF-β en el còrtex dels ratolins SAMP8 de 6 mesos d’edat. La 

suplementació dietètica amb SDP redueix aquest increment de TGF-β associat a la 

senescència de manera que es manté una expressió d’aquesta citocina similar a la dels 

ratolins joves. 

En la inflamació també intervenen molècules d’adhesió, com les molècules d’adhesió 

intercel·lular (ICAM) i les d’adhesió de cèl·lules vasculars (VCAM), que actuen com a 

lligands dels leucòcits. Quan s’expressen en les cèl·lules endotelials cerebrals, estimulen 

la migració leucocitària al SNC (Kim et al., 2004). Durant l’envelliment, augmenta 

l’expressió d’aquestes molècules d’adhesió, així com en malalties neuronals com 

l’encefalomielitis autoimmunitària (Seo et al., 2015). En els ratolins SAMP8 envellits 

incrementa l’expressió d’ICAM-1 i de VCAM-1 al teixit cortical. La suplementació 

dietètica amb SDP atenua aquest augment, que podria ser degut a la disminució del 

TNF-α que s’esdevé en els ratolins que han rebut el suplement. Aquest mecanisme 

d’acció el presenten altres suplements dietètics amb propietats antiinflamatòries, com 

els extractes de la fulla de ginkgo, que redueix l’expressió de TNF-α que, al seu torn, 

comporta una menor activació del factor NF-κB i una reducció de l’expressió de VCAM-1 

i ICAM-1 (Chen et al., 2003).  
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La suplementació amb SDP incrementa la concentració de la citocina antiinflamatòria IL-

10 al còrtex. Aquesta citocina suprimeix gens que indueixen la resposta proinflamatòria 

(Murray, 2006), promou la supervivència neuronal i d’altres tipus cel·lulars a través de 

l’activació de proteïnes antiapoptòtiques i incrementa l’expressió de les proteïnes del 

complex d’unió de la barrera hematoencefàlica (BHE) (Sochocka et al., 2016). Pérez et 

al. (2017) han observat que la IL-10 incrementa a l’hipocamp de ratolins envellits 

després d’una suplementació dietètica continuada rica en quercetina i àcid 

docosahexaenoic (DHA) i que, aquests animals, milloren la memòria i l’aprenentatge. A 

més, la suplementació amb EPA/DHA incrementa l’expressió d'IL-10 que s’acompanya 

amb una reducció d'IL-6, IL-1β i IFN-γ (Monk et al., 2016). Aquests estudis indiquen que 

la disminució de la resposta proinflamatòria podria ser la base de la millora cognitiva. A 

més, els nostres resultats mostren que una major concentració d’IL-10 cortical es 

correlaciona amb índexs de discriminació més elevats en el primer test de retenció del 

NORT. 

La BHE limita i regula l’intercanvi de substàncies entre la sang i el parènquima cerebral i 

la seva integritat és imprescindible per al manteniment de l’homeòstasi del SNC. En 

l’envelliment, s’ha descrit una alteració de la permeabilitat, acompanyada d’una 

disminució de l’expressió de les proteïnes del complex d’unió (Elahy et al., 2015; Enciu 

et al., 2013). A més, la majoria de malalties que comporten alteracions del SNC com 

l’encefalitis, la meningitis (Tunkel i Scheld, 1993) o l’esclerosi múltiple (Moor et al., 

1994) cursen amb pèrdua de la BHE i poden ser causades per un increment en l’estat 

inflamatori típic de l’envelliment. S’ha vist que l’activació de la micròglia i l’expressió de 

citocines proinflàmatòries, com el TNF-α, produeixen un increment de la permeabilitat 

vascular cerebral (Sumi et al., 2010; Nishioku et al., 2010). En les nostres condicions, els 

ratolins envellits mostren una major permeabilitat de la BHE que es correlaciona amb 

una reducció de l’abundància proteica de la ZO-1. La suplementació amb SDP prevé 

l’efecte de l’envelliment sobre la BHE, que protegiria el teixit cerebral de la possible 

arribada d’agents nocius i per tant contribuiria a preservar la integritat neuronal. 

Aquests efectes podrien ser deguts a la disminució de l’estat inflamatori dels ratolins 

que han rebut la suplementació dietètica ja que, com s’ha comentat, l’expressió de TNF-

α o NF-κB redueixen l’expressió de proteïnes del complex d’unió de la BHE, mentre que 

la citocina o la IL-10 incrementaria l’expressió d’aquestes. Estudis dels efectes de l’SDP 

sobre l’intestí de rosegadors mostren que la suplementació dietètica té efectes anàlegs 

sobre la barrera epitelial durant de processos inflamatoris (Pérez-Bosque et al., 2016a).  
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La neuroinflamació també s’associa a una producció excessiva de ROS (Fischer i Maier, 

2015). Els rosegadors envellits mostren dèficits de memòria com a conseqüència de 

l’estrès oxidatiu (Godbout et al., 2005). Durant l’envelliment es produeix un desequilibri 

entre la generació de ROS i la seva eliminació a través de molècules antioxidants 

(Johnson et al., 1999; Rikans i Hornbrook, 1997). L’encèfal és un dels òrgans més 

susceptibles a l’estrès oxidatiu degut al seu alt contingut en àcids grassos poliinsaturats, 

l’elevat consum d’oxigen i una activitat reduïda dels enzims antioxidants superòxid-

dismutasa (SOD), que redueix l’anió superòxid a peròxid d’hidrogen; i la catalasa i la 

glutatió peroxidasa, que redueixen el peròxid d’hidrogen a aigua mitjançant dos 

mecanismes diferents (Halliwell, 1989). 

Els nostres resultats mostren que els ratolins SAMP8 senescents presenten un 

increment de l’estrès oxidatiu al SNC. La concentració de peròxid d’hidrogen i de 

malondialdehid, un dels productes finals de la peroxidació lipídica (Venkataraman et al., 

2013), és més elevada al còrtex dels ratolins envellits respecte els ratolins joves. En 

canvi, l’expressió dels enzims antioxidants SOD i catalasa no es modifica amb l’edat, 

com ja s’havia descrit en altres estudis (Pallàs, 2012). En aquest sentit, la dieta amb SDP 

redueix la formació tant del peròxid d’hidrogen com de malondialdehid, però no 

modifica l’expressió d’enzims antioxidants. Diversos estudis han demostrat la relació 

existent entre la inflamació i l’aparició d’estrès oxidatiu (Hsieh i Yang, 2013). Així, gran 

varietat de marcadors proinflamatoris, com citocines proinflamatòries, pèptids 

bacterians o infeccions virals incrementen la concentració de ROS, de manera que 

augmenten l’estrès oxidatiu (Hsieh i Yang, 2013). Per tant, la reducció de la 

concentració d’espècies oxidants en els ratolins que han rebut la suplementació 

dietètica amb SDP podria ser deguda a que aquest suplement disminueix l’estat 

inflamatori i, com a conseqüència, es redueix la producció de substàncies oxidants.  

En les nostres condicions, els ratolins SAMP8 senescents tenen una menor abundància 

de la SIRT1, tant al còrtex com a l’hipocamp, de forma similar al que observem en 

l’envelliment humà (Shimida i Hasegawa-Ishii, 2011). Aquestes observacions són 

importants ja que, en els últims anys, diversos estudis han considerat que la davallada 

en l’expressió de la SIRT1, o la inhibició de la seva activitat, podria contribuir a 

l’envelliment i a la inflamació, amb conseqüències negatives sobre l’aprenentatge i la 

memòria (Qin et al., 2006; Jiang et al., 2012) i afavorint el desenvolupament de 

malalties neurodegeneratives (Herskovist i Guarente, 2013, 2014). La suplementació 

dietètica amb SDP no atenua la disminució de la SIRT1, que indicaria que l’efecte 

beneficiós de l’SDP sobre la memòria no estaria utilitzant aquesta via de senyalització. 
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En canvi, s’ha vist que dietes clarament antioxidants, com les suplementades amb 

vitamina E, afavoreixen la recuperació dels nivells de SIRT1 en teixit cerebral (Wu i 

Gómez-Pinilla, 2006). 

La plasticitat sinàptica juga un paper important en l’aprenentatge i la memòria així com 

en la prevenció de l’aparició i progressió de neurodegeneratives (Cao et al., 2015; Liu et 

al., 2008; Pilato et al., 2012). Les sinapsis són responsables de la consolidació de la 

memòria i disminueixen durant l’envelliment (Che et al., 2014; Jones et al., 2006; Liu et 

al., 2015). La sinaptofisina és la proteïna transmembrana més abundant a les vesícules 

presinàptiques i s’utilitza àmpliament com a marcador de la sinaptogènesi (Kwon i 

Chapman, 2011). Els nostres resultats mostren que l’envelliment redueix l’abundància 

d’aquesta proteïna tant al còrtex com a l’hipocamp dels ratolins SAMP8, de forma 

similar a l’observat per Del Valle et al. (2012). L’SDP prevé la disminució de la 

sinaptofisina a l’hipocamp de ratolins envellits i podria explicar la preservació de la 

memòria dels ratolins SAMP8 alimentats amb el pinso suplementat. 

Les plaques amiloides, formades per dipòsits de la proteïna β-amiloide, i els cabdells 

neurofibril·lars originats per la fosforilació de la proteïna Tau, són les principals 

característiques patològiques de la malaltia d’Alzheimer (Zhang et al., 2016). A més, 

s’ha descrit que la reducció cerebral de β-amiloide i de la fosforilació de Tau millora 

l’aprenentatge i la memòria en els ratolins SAMP8 vells (Dobarro et al., 2013). En les 

nostres condicions, els ratolins SAMP8 no presenten canvis en l’abundància proteica de 

β-amiloide entre els 2 i els 6 mesos d’edat. De fet, un gran nombre d’estudis on 

s’analitza l’expressió de β-amiloide utilitzen ratolins SAMP8 d’una edat superior als 8 

mesos (Zhang et al., 2016; Katayama et al., 2016), quan els canvis en aquesta proteïna 

són més fàcilment detectables.  

Tau és una proteïna associada als microtúbuls, que s’expressa principalment en les 

neurones i la funció principal de la qual és la d'estabilitzar el citoesquelet neuronal 

(Imahori i Uchida, 1997; Tajes et al., 2008). S’ha descrit que la proteïna Tau fosforilada 

pot conduir a la desestabilització de microtúbuls, a l’alteració axonal i, fins i tot, a la 

mort neuronal (Arriagada et al., 1992). Els nostres resultats mostren que la fosforilació 

de Tau incrementa en els ratolins de 6 mesos d’edat respecte els ratolins joves i que 

aquesta hiperfosforilació disminueix amb la suplementació dietètica amb SDP, que es 

podria considerar com un efecte neuroprotector. S’ha observat que la inflamació 

indueix tant l’expressió de β-amiloide com la fosforilació de Tau en models animals 

(Zilka et al., 2012). Concretament, Li et al. (2003) van demostrar que la secreció de la 
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citocina proinflamatòria IL-1β incrementa la fosforilació de Tau a través de l’activació de 

la MAPK. A més, l’expressió perllongada de TNF-α també afavoreix la formació de 

cabdells neurofibril·lars (Janelsins et al., 2008). Així, l’efecte de l’SDP sobre la proteïna 

Tau podria ser conseqüència del paper antiinflamatori del suplement. A més, la 

disminució de la fosforilació de Tau influeix en el manteniment de les funcions 

cognitives, ja que s’ha vist que els cabdells neurofibril·lars formats per la 

hiperfosforilació de Tau estan estretament correlacionats amb la pèrdua de memòria en 

la malaltia d’Alzheimer (Imahori i Uchida, 1997). Així doncs, la inhibició de la 

hiperfosforilació de tau podria ser una diana terapèutica per la prevenció de la malaltia 

d’Alzheimer.  

En resum, durant l’envelliment hi ha una inflamació crònica de baixa intensitat 

coneguda com inflammaging, que comporta una activació immunitària inespecífica que 

redueix la capacitat de resposta front microorganismes i que pot generar trastorns 

cognitius. En els ratolins senescents, la suplementació dietètica amb SDP atenua 

l’activació basal inespecífica del GALT, que es tradueix, mitjançant la connexió entre 

l’intestí i el cervell, en una reducció de les alteracions cognitives associades a 

l’envelliment. A més, els animals senescents que han rebut la suplementació amb SDP 

presenten una menor neuroinflamació i preserven la funcionalitat de la barrera 

hematoencefàlica i una major capacitat de memòria. Per tant, podríem dir que la 

suplementació amb SDP té propietats neuroprotectores. En conseqüència, la 

suplementació dietètica SDP pot ser una nova estratègia dietètica en la prevenció de les 

alteracions cognitives associades a l’envelliment, tot i que caldria aprofundir més en els 

possibles mecanismes d’acció implicats. 
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De l’estudi sobre els efectes de l’envelliment i de la suplementació dietètica amb 

proteïnes plasmàtiques d’origen porcí (SDP) sobre el teixit limfoide associat a l’intestí 

(GALT) es pot concloure que: 

 Els ratolins SAMR1 i SAMP8 de 2 mesos d’edat presenten un grau d’activació 

inespecífica del GALT similar; mentre que els ratolins SAMP8 de 6 mesos d’edat 

l’activació inespecífica està augmentada respecte els ratolins SAMR1. Això 

indicaria que els ratolins SAMP8 de 6 mesos mostren l’inflammaging propi 

d’edats avançades.  

 La suplementació dietètica amb SDP durant 4 mesos dels ratolins senescents 

redueix la inflamació associada a l’envelliment o inflammaging sobre el GALT. 

 Els ratolins envellits no són capaços de generar una resposta immunitària 

intestinal específica davant de l’administració de l’enterotoxina B d’S. aureus. La 

suplementació dietètica amb SDP preserva la resposta immunitària específica 

intestinal en els animals senescents. 

De l’anàlisi dels efectes de l’envelliment i de la suplementació dietètica amb SDP sobre 

les alteracions estructurals i funcionals del sistema nerviós central es pot concloure que: 

 En els ratolins SAMP8, l’envelliment es caracteritza per una pèrdua de la 

capacitat cognitiva. La suplementació dietètica amb SDP atenua la pèrdua de 

memòria a curt i llarg termini associada a l’envelliment, però no millora la 

capacitat d’aprenentatge. 

 Els ratolins SAMP8 de 6 mesos d’edat presenten una major expressió de 

mediadors proinflamatoris tant al còrtex com a l’hipocamp (neuroinflamació). 

La suplementació dietètica amb proteïnes plasmàtiques redueix la 

neuroinflamació associada a l’envelliment a través de l’increment de la 

concentració de la citocina antiinflamatòria IL-10 al teixit cerebral. 

 Als ratolins SAMP8, l’envelliment va acompanyat d’un increment de l’estat 

oxidatiu cerebral. La suplementació amb SDP limita la formació d’agents 

oxidants sense modificar l’expressió d’enzims antioxidants, fet que podria ser 

conseqüència d’un menor grau d’inflamació basal. 
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 Durant l’envelliment augmenta la permeabilitat de la barrera hematoencefàlica, 

fet que afavoreix l’exposició del teixit cerebral a substàncies potencialment 

nocives. La suplementació dietètica amb SDP manté l’expressió de les proteïnes 

dels complexos d’unió de l’endoteli capil·lar i la funcionalitat de la barrera 

hematoencefàlica. D’aquesta forma promou la integritat del teixit cerebral. 

 En els ratolins SAMP8 envellits, s’observa un augment de l’abundància de la 

proteïna Tau fosforilada, fenomen que està relacionat amb l’aparició de 

trastorns cognitius. La suplementació dietètica amb proteïnes plasmàtiques 

redueix la fosforilació de la proteïna Tau durant l’envelliment; aquesta 

observació suggereix que el suplement emprat en aquest estudi podria tenir 

propietats neuroprotectores. 

 La concentració plasmàtica de citocines, tant proinflamatòries com 

antiinflamatòries, augmenta durant l’envelliment, observació compatible amb 

l’activació immunitària basal i inespecífica característica d’aquesta etapa. La 

suplementació amb SDP prevé l’efecte de l’envelliment sobre aquestes 

variables, compatible amb els efectes antiinflamatoris descrits per aquest tipus 

de suplements. 

 

En resum, l’envelliment s’acompanya d’una activació immunitària basal inespecífica, 

que comporta una menor capacitat de resposta immunitària efectiva contra 

microorganismes. Aquesta activació immunitària es manifesta amb un augment de 

l’expressió de mediadors inflamatoris i a una possible predisposició a patir trastorns 

cognitius.  

Aquest treball ha demostrat que la suplementació dietètica amb proteïnes 

plasmàtiques és capaç de reduir la inflamació de baixa intensitat pròpia de 

l’envelliment i prevé, en part, el deteriorament cognitiu dels animals senescents. 
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Running title: SDP prevents intestinal inflammation 

 

Abstract: The increased life expectancy during recent years has promoted the research 
on healthy aging. Aging is accompanied by increased nonspecific immune activation 
(inflamaging) which favours the appearance of several disorders. We have studied if a 
plasma protein dietary supplement, which has been shown to prevent the activation of 
the gut-associated lymphoid tissue (GALT) in rodents challenged with S. aureus 
enterotoxin B (SEB), can also prevent age-dependent effects on immune system 
homeostasis. We first characterized GALT in a mice model of senescence (SAMP8) at 
different ages (compared to mice from a senescence accelerated resistant strain; 
SAMR1) and secondly we analysed the GALT response of senescent animals in response 
to a SEB challenge. Aging increased the cell number and the percentage of activated Th 
lymphocytes in mesenteric lymph nodes (MLN) and Peyer’s patches (PP) in both mice 
strains (all, p<0.05). Senescent mice showed higher expression of IL-6 and TNF-α in 
intestinal mucosa with increasing age (both, p<0.05). In young mice, the immune 
response to SEB consisted of increased the expression of intestinal IL-6 and TNF-α, as 
well as cell recruitment and activation (all, p<0.05), as expected. However, senescent 
mice showed a low immune response to the SEB challenge, since SEB did not change the 
cell recruitment or the percentage of activated Th lymphocytes. Mice supplemented 
with SDP gave response to the SEB that was similar to that observed in young mice. These 
results indicate that senescent mice have an impaired mucosal immune response 
characterized by unspecific GALT activation and a weak specific immune response. SDP 
supplementation reduces nonspecific basal immune activation allowing generation of 
specific responses. 

Keywords: intestinal inflammation; S. aureus enterotoxin B; Aging; Spray-dried animal 

plasma; Functional proteins; Diet. 
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INTRODUCTION 

Aging is an intrinsic process that impairs the 

function of cells, tissue organs and individuals. 

It is characterized by raised inflammatory state 

and by physiological changes that involve a 

reduction in the response to environmental 

stimuli that, in turn, increase the predisposition 

to illness and death. 

Francheschi et al., (2000) introduced the 

concept of inflammaging which defines a 

chronic low-grade inflammation that is shared 

by a broad spectrum of age-related pathologies. 

It is caused by the cumulative exposure to 

antigenic loads, triggered by both clinical and 

subclinical infections, as well as exposure to 

non-infective antigens (Frencheschi et al., 

(2007). The resulting inflammatory condition 

involves increased production of reactive 

oxygen species and pro-inflammatory cytokines, 

affecting both innate (Cannizzo et al., 2011) 

and acquired immune system (Ponnappan and 

Ponnappan, 2011). These results in a vicious 

circle, which drives immune system remodelling 

that, will eventually favour a chronic pro-

inflammatory state (CITA). Hence, high plasma 

IL-6, IL-1, TNF-α, and C-reactive protein 

concentrations are associated with a higher risk 

of morbidity and mortality in elderly people 

(Brüünsgaard & Pedersen, 2003).  

The inflammaging profile is paralleled by 

changes in the immune system associated with 

aging that are known as immunosenesce. This 

condition is characterized by a decline in 

immune competence associated with a 

reduction in the secretion of specific IgA to the 

intestinal lumen, and a reduced capacity to 

generate tolerance to innocuous antigens 

(Mabbot et al., 2013). This means that, in aged 

individuals, the protective function of the gut-

associated lymphoid tissue (GALT) is 

compromised.  

In addition to the age-related GALT progressive 

deterioration, the intestine is permanently 

exposed to food and environmental antigens 

which are also responsible for the low-grade 

permanent inflammation that characterizes the 

gut mucosa (Cevenini et al., 2013). This 

condition can be reproduced in the laboratory 

by systemic administration of the 

Staphylococcus aureus enterotoxin B (SEB) 

because it induces a polyclonal activation of T 

cells, especially in the small intestine (Baker & 

Acharya, 2004), that results in mild stimulation 

of pro-inflammatory cytokines secretion (Pérez-

Bosque et al., 2004; 2008; 2016).  

Dietary intervention can modulate GALT 

activation. Dietary supplementation with 

functional proteins from porcine plasma (spray-

dried plasma, SDP) have been shown to prevent 

deterioration of the intestinal barrier and 

defence mechanisms, reducing GALT activation 

in animals challenged with SEB (Pérez-Bosque et 

al., 2006, 2010). The mechanism of action of 

SDP involves a reduction in the number of 

activated Th lymphocytes and stimulation the 

Treg population which restores the pro-/anti-

inflammatory cytokine profile. These pattern 

has been extensively observed in the small 

intestine in both rats (Pérez-Bosque et al., 
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2008) and mice (Pérez-Bosque et al., 2016), in 

the colon of mice spontaneously developing 

colitis (Pérez-Bosque et al., 2015) and in the 

lung mucosa of mice challenged by LPS 

inhalation (Maijó et al., 2012). Furthermore, 

SDP can prevent stress-induced uterine 

inflammation in rats, and improve the low 

pregnancy rates in this model (Song et al., 

2015).  

The aim of the present study was to analyse if 

SDP supplementation is effective in preventing 

inflammaging in senescent mice prone 

(senescence accelerated prone mice, SAMP8 

strain) that were further challenged with SEB. 

Materials and Methods  

Animals and diets. Male mice of the prone to 

senescence (SAMP8) strain and its control 

senescence-resistant (SAMR1) counterpart, 

were kept at the animal facility of the Faculty 

of Pharmacy and Food Science under stable 

temperature and humidity conditions, with a 12 

h:12 h light/dark cycle. All protocols used in this 

study were approved by the Ethics Committee 

for Animal Use of the University of Barcelona, in 

accordance with the Generalitat de Catalunya 

guidelines for the Care and Use of Laboratory 

Animals (registration numbers 565/13 and 7397, 

respectively). 

Experiment 1. Characterization of GALT of 

the animal model at three stages of 

development. The evolution of the leukocyte 

populations present in mesenteric lymph nodes 

(MLN) and Peyer’s patches (PP) in SAMR1 and 

SAMP8 mice, as well as the expression of the 

pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-α in 

jejunum mucosa were studied at different 

stages of development. Animals were 

euthanized when were 2, 6 or 9 months-old.  

Experiment 2. Acute intestinal inflammation. 

Young (2 months-old) and senescent (6 months-

old) mice were used in this study. Mice were 

maintained isolated in conventional housing 

from 2 to 6 months-old. During this period (4 

months) mice were fed with experimental diets 

(Table 1). Intestinal inflammation was induced 

by intraperitoneal administration of 25 µg of 

SEB, given 24 h before sacrifice; non-challenged 

mice received the vehicle (PBS). All animals 

were euthanized by anaesthetic overdose.  

Mesenteric lymph node cell isolation. MLN 

were obtained, finely minced and incubated in 

a  digestion solution composed by RPMI-1640 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with 5% 

inactivated foetal bovine serum, 100,000 U/L 

penicillin, 100 mg/L streptomycin, 10 mM-

HEPES, 2 nM-L-glutamine and 150 U/ml 

collagenase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at 

37ºC in a shaker (Thermomixer Comfort 

Eppendorf®, Heuppauge, NY, USA). MLN were 

mechanically disaggregated and passed through 

stainless steel mesh. The cell suspension was 

centrifuged at 500g for 10 min at 4ºC. The 

pelleted cells were resuspended in PBS-FBS. 

Cell number and viability were determined 

using acridine orange and ethidium bromide. 

Peyer’s Patch cell isolation. The jejunum and 

ileum were first washed with PBS. PP were 

excised and immediately incubated in the same 

solution as previously described for MLN. PP 

were then mechanically disaggregated and 

passed through a stainless steel mesh. The 
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resulting cell suspensions were centrifuged at 

500g for 10 min at 4ºC. The pelleted cells were 

resuspended in 40% Percoll™ in complete RPMI. 

This cell suspension was carefully layered over 

80% Percoll™ in complete RPMI medium and 

centrifuged at 700g for 20 min at 20ºC. The ring 

of cells was carefully collected, transferred to a 

clean tube and centrifuged at 500g for 10 min 

at 4ºC. The pelleted cells were resuspended in 

PBS-FBS. Cell number and viability were 

determined using acridine orange and ethidium 

bromide markers. 

CELL STAINING. The procedure was similar to 

that described previously by Pérez-Bosque et al. 

(2004). Briefly, staining was carried out in 

samples containing 3·105 cells. To stain the 

surface markers, cells were incubated with 

primary antibodies conjugated to fluorochromes 

(anti-CD4 (GK1.5) and anti-CD25 (PC61.5)), 

purchased as fluorescent conjugates from 

eBioscience (San Diego, CA). To stain the 

intracellular marker (FoxP3), cells were fixed 

with paraformaldehyde for 20 min at 4ºC, and 

permeabilized with Triton-X® for 20 min at 4ºC. 

Then, cells were washed and incubated with the 

primary antibodies to stain the intracellular 

marker. Finally, cells were washed and stored 

in 4% paraformaldehyde until further analysis in 

a Gallios Flow cytometer (Beckman Coulter, 

Miami, FL), located in the Cytometry Unit of the 

Scientific-Technical Services of the Barcelona 

Science Park (BSP). Results were analysed using 

the Flowjo Software (Treestar Inc., Ashland, 

OR). 

REAL-TIME PCR. RNA extraction and reverse 

transcription were carried out as described 

previously by Pérez-Bosque et al., (2015). The 

primers used are described in Table 2. Product 

fidelity was confirmed by melt-curve analysis. 

STATISTICAL ANALYSIS. The results of the 

experiments are presented as the mean ± SEM. 

The data were analyzed by two-way ANOVA 

followed by the Fisher’s Least Significant 

Difference (LSD) post hoc test, using GraphPad 

Prism® software (GraphPad Software, Inc., La 

Jolla, CA). On the first experiment, the factors 

considered were the strain of mice and age. On 

the second experiment, the factors considered 

were the effects of age and dietary 

supplementation (considered together as a 

variable with different groups: 2M, 6M, 6M-

SDP), and SEB-induced inflammation. 

Differences were considered significant at 

p<0.05. 

 

RESULTS 

Characterization of GALT in SAM strains 

MLN populations in SAM strains. The number of 

leukocytes of the MLN was not the same 

between the strains. At all ages, the number of 

leukocytes in SAMP8 mice was lower than in 

SAMR1 animals (p=0.001, Figure 1A). The 

evolution of activated Th lymphocytes in MLN 

differ between strain (p<0.001, Figure 1B) and 

a significant interaction was found between 

strains and age (p<0.0051). This effect 

enhanced in the older (9 month-old) SAMP8 

mice. The percentage of regulatory Th 

lymphocytes increased at 6 months and was 

kept high until the 9th month. SAMR1 mice 

showed a higher percentage of this population 

than SAMP8 mice (p=0.043, Figure 1C). The 
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ratio of activated to regulatory Th lymphocytes 

in MLN was significantly increased in SAMP8 in 

comparison with SAMR1 mice (p<0.001, Figure 

1D) and this effects was more evident at 9 

months-old. A significant interaction was found 

between strains and age (p=0.005). 

PP populations in SAM strains. PP count showed 

a similar pattern as in MLN. Cell count increased 

with age in both strains (p=0.047, Figure 2A), 

although it was higher in SAMR1 mice (strain 

effect p=0.003). The population of activated Th 

lymphocytes increased with age (p<0.001, 

Figure 2B). At 2 months-old both strains 

presented similar values but SAMP8 mice had 

higher percentage of this population at 6 and 9 

months-old. Activated Th lymphocytes in PP 

differ between strain (p<0.001) and interaction 

between strain and age was found (p=0.001). 

The percentage of regulatory Th lymphocytes 

increased at 6 months-old and was decreased at 

9 months-old (Figure 2C). The ratio of activated 

to regulatory Th lymphocytes increased with 

age (p<0.001, Figure 2D). This ratio was higher 

in SAMP8 mice than SAMR1 and showed superior 

levels at 9 months-old  

Pro-inflammatory cytokines in SAM strains. IL-

6 and TNF-α in jejunum mucosa increased with 

age in both strains (p=0.001 and p<0.001 

respectively, Figure 3A and 3B). At 2 months-

old, the expression of these two cytokines was 

similar between strains. However, at 6 and 9 

months-old, SAMP8 mice doubled the expression 

of IL-6 compared to SAMR1 mice (strain effect 

p<0.003). The expression of TNF-α presented a 

strain effect (p<0.001) and interaction between 

strain and age (p=0.007). 

Effect of SDP in response of SEB inflammation in 

senescent mice  

Effect of SDP in MLN population in senescence 

mice. Senescent mice showed increased cell 

recruitment into MLNs in basal conditions 

(p<0.001). Moreover, SEB administration 

increased leukocyte recruitment into MLNs 

(p=0.031, Figure 4A), although senescent mice 

fed with control diet showed less response to 

SEB administration than young mice or 

senescent mice supplemented with SDP. This 

resulted in Age and SEB interaction (p=0.019). 

Aged mice (6M) had a lower percentage of 

activated Th lymphocytes than young SAMP8 in 

response to SEB administration (p<0.001 Figure 

4B) and there was no effect of SDP 

supplementation in old mice. An interaction 

between age and SEB administration (p<0.001). 

Neither senescence nor dietary 

supplementation with SDP modified the 

percentage of regulatory Th lymphocytes 

compared to young SAMP8 mice (Figure 4C). On 

the other hand, SEB administration increased 

the percentage of regulatory Th lymphocytes in 

all groups (p=0.002; Figure 4C). The ratio of 

activated to regulatory Th lymphocytes was 

reduced in aged mice, suggesting a reduced 

immune response to SEB (p=0.012, Figure 4D). 

SDP supplementation did not modify the ratio of 

activated to regulatory Th lymphocytes 

observed in 6-months-old mice. Moreover, there 

was an interaction between age and SEB 

immune response (p=0.001), since SEB 

increased this ratio in young mice while in 

senescent mice there was a reduction in the 

ratio between activated and regulatory Th 

lymphocytes.  
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Effect of SDP in PP population in senescence 

mice. SEB administration increased leukocyte 

recruitment into PP in all experimental groups 

(p<0.001; Figure 5A). The percentage of 

activated Th lymphocytes in PP was higher in 

senescent animals than in young animals 

(p=0.015; Figures 5B). SDP supplementation did 

not affect this variable. Though no clear effects 

of SEB were observed, there was an interaction 

between SEB administration and SDP 

supplementation (p=0.001). Senescence was 

characterized by an increase in the percentage 

of regulatory Th lymphocytes in PP (p<0.001; 

Figures 5C). SDP supplementation did not 

attenuate the effects of senescence on the 

percentage of regulatory Th lymphocytes in PP 

and SEB administration did not modify this 

population. The administration of the 

enterotoxin generates a different response in 

the ratio between activated Th cells and 

regulatory Th cells in all groups in the PP (SEB 

effect p=0.008, Figure 5D).  SEB administration 

increased this ratio in young (2M) and aged mice 

fed with control diet. Moreover, the enterotoxin 

reduced the activated to regulatory 

lymphocytes ratio in the group that received the 

SDP supplementation. There was an interaction 

between SEB administration and SDP 

supplementation (p<0.001). 

Effect of SDP in cytokine expression in 

senescence mice. During senescence there was 

an increase in the expression of IL-6 and TNF-α 

in the mucosa of the jejunum (p=0.002 and 

p=0.019, respectively, Figure 6A and 6B) that 

was prevented by SDP supplementation 

(p=0.040 for IL-6 and p=0.020 TNF-α). Moreover, 

SEB administration increased the expression of 

both cytokines (p=0.020 for IL-6 and p<0.001 for 

TNF-α). Toxin administration increased the 

expression of the anti-inflammatory cytokine IL-

10 in the jejunum mucosa (p<0.001; Figures 

6C). However, senescence impaired the 

mucosal expression of this cytokine during the 

acute inflammation induced by SEB challenge 

(p=0.021).  

 

DISCUSSION 

Aging is a physiological process that affects the 

immune, nervous and endocrine systems, 

resulting in increased morbidity and mortality. 

The changes that affect the immune system 

(immunosenescence) involve both innate and 

acquired immunity (Weiskopf et al., 2009), and 

result in increased susceptibility and severity of 

infectious, autoimmune and carcinogenic 

processes (Pawelec et al., 1995). In aged 

individuals, the gastrointestinal tract is 

particularly susceptible to infectious diseases, 

and this is associated with lower response 

capacity of the mucosal immune system 

(McDonald et al., 2011).  

We have used the SAMP8 mice. This strain is 

widely used in aging studies because it exhibits 

morphological and functional alterations 

associated aging, already at early stages of 

development (Takeda et al., 1991). SAMP8 mice 

are currently used in studies on the origins and 

causes of aging and associated disorders in 

organs such as the heart and liver (Forman et 

al., 2010, Cuesta et al., 2010), neurological 

disorders (Butterfield and Poon, 2005, Chiba et 

al., 2009) and the inflammatory processes 
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associated to oxidative stress (Cuesta et al., 

2011). Takeda et al., (1991) described that 

SAMP mice show normal growth and 

development within the first 2 months of life, 

after which they show changes in the immune 

system associated with aging. Among these 

changes, there is deterioration in the activity of 

Th lymphocytes (Yoshioka et al., 1989). Our 

results show that inflammatory markers in 

young SAMR1 and SAMP8 mice are similar though 

SAMP8 mice show reduced lymphocyte counts in 

both GLM and PP compared to SAMR1 mice. 

Differences become larger with aging.  

Senescent mice show thymic involution, an 

increase in the effector and memory T 

subpopulations and a concomitant reduction in 

naïve T cells (Pawelec and Larbi, 2008; Weng, 

2006). Cell membrane composition is altered 

(Larbi et al., 2006) and this may affect the 

responsiveness of T cells (Larbi et al., 2011). 

Changes may involve the expression of 

costimulatory molecules and cytokine receptors 

and molecular and transcriptional alterations 

(Chen et al., 2013). In addition, impairment of 

the immune system's functionality associated 

with age is characterized by chronic low-grade 

inflammation known as inflammaging 

(Franceschi, 2007; Larbi et al., 2008). McNerlan 

et al., (2002) observed that, during aging, 

deregulation in the interactions of cytokines 

occurs, which plays a central role in the 

remodelling of the immune system. The 

increased expression of pro-inflammatory 

cytokines is in the background of degenerative 

diseases that often accompany advanced age 

(Ponnappan and Ponnappan, 2011); for example 

pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-1β or TNF-

α, which are responsible for chronic 

inflammation, are often increased in the elderly 

(Brüünsgaard & Pedersen, 2003). At the same 

time, increased pro-inflammatory cytokine 

concentration in the intestinal mucosa will 

compromise the integrity and permeability of 

the epithelium (Cuesta et al., 2010). We have 

observed that aged mice have increased pro-

inflammatory cytokines IL-6 and TNF-α 

secretion in the jejunum mucosa and that this 

effect is more pronounced in SAMP8 mice than 

in the SAMR1 mice. On the other hand, we have 

seen that, with age, there is an increase in the 

degree of activation of the gut associated 

immune system (GALT) that is already visible in 

6 months-old animals.  

Elderly people have decreased capacity to 

generate adequate adaptive responses, making 

them more susceptible to malnutrition, 

systemic infections and medication side effects 

(Tiihonen et al., 2010). For this reason, the use 

of prebiotics, probiotics and certain dietary 

supplements may alleviate some age-related 

problems by modulating microbial activity and 

the degree of GALT activation. 

One of the most remarkable alterations in aging 

is a decline in the performance of adaptive 

immunity mechanisms and the establishment of 

a mild chronic inflammatory state. These 

processes impact on the internal environment 

and change their composition over time (Forsey 

et al., 2003). With this in perspective, chronic 

antigenic load and inflammaging are the major 

causes of aging and the pathogenesis of diseases 

related to (De Martini et al., 2005). 
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Our results show that our 6 months-old SAMP8 

mice already present an immunosenescence 

profile as well as the inflammaging 

characteristics of old animals, and that these 

processes develop at already 2 months of age. 

Based on these determinations, SAMP8 

intestinal immune response to Staphylococcus 

aureus enterotoxin B (SEB) has been evaluated 

and the effect of dietary supplementation with 

SDP has been studied.  

We propose the study of the effects of spray-

dried plasma (SDP) supplementation as 

modulators of inflammation and intestinal 

immune system in senescent animals. SDP is a 

protein-based supplement of spray-dried whole 

plasma of porcine origin. It is an ingredient that 

has been used for many years as a dietary 

supplement of farm animals and is mainly 

administered in the stage following weaning as 

an alternative to the use of antibiotics 

(Torrallardona et al., 2007). 

Along with the loss of responsiveness of T cells 

(Larbi et al., 2011), it has been found that the 

function of Treg lymphocytes is altered at 

advanced ages and are less efficient inhibiting 

the pro-inflammatory activities of other cell 

types (Zhao et al., 2007, Sun et al., 2012). Thus, 

Treg lymphocytes from aged individuals are less 

efficient preventing inflammaging, although 

their numbers increase with age in lymphoid 

tissues. Several studies in mice have 

demonstrated a greater presence of Treg 

lymphocytes in the lymphoid organs of old 

animals as compared to young animals, while 

the number in circulating blood remains 

unchanged (Zhao et al., 2007; Lages et al., 

2008). Our results demonstrate that this 

phenomenon also happens on the MLN of SAMP8 

and SAMR1 mice. In contrast, in Peyer's patches, 

although the Treg population increases with 

age, it decreases again after 6 months of age.  

In basal conditions, we observed that dietary 

supplementation with SDP prevents the increase 

in the inflammatory state of the intestine by 

reducing the cytokines IL-6, TNF-α and IFN-γ. 

This decrease in chronic inflammation in mice 

appears to be important in generating an 

effective immune response to SEB 

administration. This activation of the immune 

system by the superantigens leads to a large 

production of cytokines that is often carried out 

by TNF-α, IFN-γ and IL-2 (Onai and Kudo, 2001). 

On the other hand, our results show that 

administration of SEB does not increase IL-6 or 

IFN-γ cytokine expression in 6-month-old mice. 

In contrast, 2 months-old mice and those who 

received dietary SDP supplementation show an 

increase in pro-inflammatory cytokines IL-6, 

TNF-α and IFN-γ generated in the jejunum 

mucosa after administration of SEB, as well as 

an increase of the anti-inflammatory cytokine 

IL-10. Our results indicate that aged SAMP8 have 

a lower immune response to SEB, since the 

number of lymphocytes in GALT remains 

unchanged after administration of enterotoxin 

and the activated Th lymphocytes 

subpopulation is not increased. In young SAMP8 

mice, however, there was an increase in the 

number and activation of T-lymphocytes, both 

MLN and PP. This indicates that the immune 

system responds to the toxin. SDP feeding 

increased the percentage of lymphocytes 

against SEB in both MLN and PP as well as the 
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number of activated Th cells in MLN in response 

to enterotoxin.  

Therefore, although inflammaging promotes 

numerous alterations in advanced ages, such as 

cardiovascular disease or chronic obstructive 

pulmonary disease (Olivieri & Chetta, 2013, 

Franceschi et al., 2000 and 2007), and 

contributes to an insufficient response to 

infections, it does not results in increase 

inflammatory response as it would be expected 

(Nacionales et al., 2014; Chen et al., 2014). 

Rather, data suggest a failure to generate an 

immune response, as well as a subsequent 

inability to resolve the inflammation. Our 

results indicate that dietary supplementation 

with SDP avoids the drastic fall in the 

responsiveness capacity that occurs in the 

intestine of senescent mice against an 

infection, since it decreases inflammaging and 

allows a response against inflammatory 

stimulus.  

The effects of dietary supplementation with SDP 

on GALT have been previously studied in young 

animals, but there were no studies on its effects 

on old animals. Pérez-Bosque et al. (2016) 

found that SDP has a great anti-inflammatory 

effect after a challenge with SEB in young mice. 

SDP decreases the immune response of young 

mice, thus avoiding an exaggerated reaction of 

the immune system against the toxin. Other 

studies on rats (Pérez-Bosque et al., 2004; 2008) 

have also demonstrated the anti-inflammatory 

and immunomodulatory effects of SDP which 

maintains the intestinal mucosal barrier 

function and modulates the degree of activation 

of gut-associated lymphoid tissue in different in 

challenged animals. Several studies on the 

mechanism by which SDP indicate that it 

decreases mucosal pro-inflammatory cytokine 

expression, reduces activation of Th 

lymphocytes and promotes the abundance of 

regulatory Th lymphocytes population. In 

addition, it also increases the production of 

anti-inflammatory cytokines such as IL-10 or 

TGF-β, which counteract the effects of TNF-α 

and other mediators of inflammation. These 

changes in the cytokine profile may explain the 

reduced effects of SEB administration in young 

mice (Pérez-Bosque et al., 2016). In this study, 

it has also been observed that 6-months-old 

SAMP8 mice that have received dietary 

supplementation present changes in the 

cytokine profile. The pro-inflammatory 

cytokines IL-6, TNF-α and IFN-γ are diminished 

compared to the aged group, which would 

explain the prevention of inflammaging. In 

addition, the SDP decreases the subpopulation 

of activated Th lymphocytes in MLN. This 

decrease in basal inflammation in aged mice is 

key to generate a response of the immune 

system to other stimuli, such as SEB 

administration. In this way the mice that have 

received the SDP feed can respond in a similar 

way to the young mice. In addition, 

administration of SEB from SDP increases the 

Treg lymphocyte population in intestinal-

associated lymphoid tissue in old mice, with a 

corresponding increase in IL-10 expression. 

Therefore, SDP exerts a modulatory effect on 

the intestinal immune system since, on the one 

hand, it decreases the inflammation associated 

with age but, on the other hand, it allows an 

effective immune response to the 

administration of SEB. 
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Table 1. Composition of experimental diets. 

Ingredient Control SDP 

SDP --- 80 

Corn starch 199.3 308.8 

Skim milk 530.7 340.5 

Sucrose 94.5 94.5 

Soybean oil 70 70 

Cellulose 50 50 

AIN-93-G-MX (94046)* 35 35 

AIN-93 VX (94047)* 15 15 

DL-Methionine 2.5 3.2 

Choline bitartrate 3 3 

  Diets were produced by APC-Europe, S.A. *Provided by Envigo (Italy). 

Table 2. Primers used for analysis of cytokine expression. 

Target Forward Reverse Size 

Gusb 5’-CCG ATT ATC CAG AGC GAG TAT G-3’ 5’-CTC AGC GGT GAC TGG TTC G-3’ 97 bp 

IL-6 5’-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC-3’ 5’-TGATGCACTTGCAGAAAACA-3’ 109 bp 

IL-10 5’-GGC GCT GTC ATC GAT TTC TCC CC-3’ 5’-TGG CCT TGT AGA CAC CTT GGT CTT-3’ 102 bp 

TNF-α 5’- CCA CCA CGC TCT TCT GTC TAC-3’ 5’-AGG GTC TGG GCC ATA GAA CT-3’ 103 bp 
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Figure 1. Cell recruitment (A); percentage of activated (Act.) Th lymphocytes (B); percentage of 

regulatory (Treg) Th lymphocytes (C) and ratio of activated and regulatory Th lymphocytes (D) in 

mesenteric lymph nodes from SAMR1 and SAMP8 mice at 2, 6 and 9 months-old. The light grey bars 

represent SAMR1 mice and dark grey bars represent SAMP8 mice. All of the results are expressed 

as mean ± SEM (n = 5–11 animals). Means without a common letter differ, p<0.05. 
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Figure 2. Cell recruitment (A); percentage of activated (Act.) Th lymphocytes (B); percentage of 

regulatory (Treg) Th lymphocytes (C) and ratio of activated and regulatory Th lymphocytes (D) in 

Peyer’s patches from SAMR1 and SAMP8 mice at 2, 6 and 9 months-old. The light grey bars 

represent SAMR1 mice and dark grey bars represent SAMP8 mice. All of the results are expressed 

as mean ± SEM (n = 5–10 animals). Means without a common letter differ, p<0.05. 
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Figure 3. mRNA expression of IL-6 (A) and TNF-α (B), in jejunum mucosa from SAMR1 and SAMP8 

mice at 2, 6 and 9 months-old. The light grey bars represent SAMR1 mice and dark grey bars 

represent SAMP8 mice. All target genes were normalized to beta glucuronidase (GUSB) expression. 

All of the results are expressed as mean ± SEM (n = 6–7 animals). Means without a common letter 

differ, p<0.05. 
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Figure 4. Cell recruitment (A); percentage of activated (Act.) Th lymphocytes (B); percentage of 

regulatory (Treg) Th lymphocytes (C) and ratio of activated and regulatory Th lymphocytes (D) in 

mesenteric lymph nodes from SAMP8 mice of the 2M, 6M-CTL and 6M-SDP groups. The dense bars 

represent groups that received the vehicle and the grated bars represent inflamed mice with SEB. 

All of the results are expressed as mean ± SEM (n = 5–8 animals). Means without a common letter 

differ, p<0.05. 
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Figure 5. Cell recruitment (A); percentage of activated (Act.) Th lymphocytes (B); percentage of 

regulatory (Treg) Th lymphocytes (C) and ratio of activated and regulatory Th lymphocytes (D) in 

Peyer’s patches from SAMP8 mice of the 2M, 6M-CTL and 6M-SDP groups. The dense bars represent 

groups that received the vehicle and the grated bars represent inflamed mice with SEB. All of the 

results are expressed as mean ± SEM (n = 6–8 animals). Means without a common letter differ, 

p<0.05. 
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Figure 6. mRNA expression of IL-6 (A), TNF-α (B) and IL-10 (C) in jejunum mucosa from SAMP8 

mice of the 2M, 6M-CTL and 6M-SDP groups. The dense bars represent groups that received the 

vehicle and the grated bars represent inflamed mice with SEB. All target genes were normalized 

to beta glucuronidase (GUSB) expression. All of the results are expressed as mean ± SEM (n = 5–6 

animals). Means without a common letter differ, p<0.05. 
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