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Resum

L" Alzheimer (AD) és la causa més comuna de demeéncia (representa entre un 60 i un 70
% de tots els casos d’aquesta patologia) i un dels motius més freqlients de dependéncia
i mortalitat en la gent gran. La pérdua progressiva de la memoria i les funcions cognitives
en son les principals caracteristiques. Tot i que la comunitat cientifica hi ha mostrat molt
interés i s’han realitzat molts estudis, encara no s’ha trobat cap terapia efectiva. En
relacio a la teoria amiloide, la teoria més recolzada pels investigadors en els ultims anys,
la causa més lligada a I’AD és I'acumulacié i deposicié de la proteina B-amiloide (AB) al
sistema nerviés central amb I'edat. A mida que va augmentant aquesta acumulacio, es
promou que es donin altres mecanismes patogénics complexos que agreugen la
malaltia, com son: l'increment de fosforilacié de tau, I'estrés oxidatiu, la disfuncid
mitocondrial i lainflamacié en el sistema nervids, donant en ultima instancia, la disfuncié
del sistema nervids central i la mort neuronal. Per altre banda, en els ultims anys, hi ha
molts estudis tant in vitro com in vivo que demostren el potencial que té el resveratrol,
un polifenol present en el vi i altres plantes, per millorar moltes d’aquestes disfuncions
gue es comentaven associades a I’AD. Concretament aquest treball, s’ha centrat en fer
una revisid bibliografica del potencial del resveratrol per pal-liar o eliminar els dos
factors més distintius de I’AD en relacié a altres malalties: I'acumulacié de la proteina
AB i la hiperfosforilacié de la proteina de tau. En base a aix0, s’"han descrit els diferents
mecanismes moleculars més recolzats pels diferents estudis in vitro i in vivo que s’han
dut a terme i s’ha contextualitzat la investigacié d’aquest farmac. La diversitat en els
protocols i la pobre biodisponibilitat que ofereix el resveratrol en els estudis in vivo,
sembla ser el major obstacle per 'eficacia que podria tenir el medicament. D’aquesta
manera, cal continuar en la cerca de quin podria ser el correcte subministrament del
farmac, per tal d’aconseguir traslladar els beneficis que s’han obtingut en molts assajos,

en humans.



Abstract

Alzheimer disease (AD) is the most common cause of dementia (representing 60-70% of
all cases of this pathology) and an increasingly common cause of dependence and
mortality in the elderly. Progressive loss of memory and cognitive functions are the
major features of AD. Although the scientific community has shown a lot of interest and
many studies have been carried out, no effective therapy has been discovered yet.
According to the amyloid hypothesis, the most probable cause of AD is the progressive
accumulation and deposition of amyloid in the central nervous system due to aging. As
this accumulation is increasing, other complex pathogenic mechanisms that aggravate
the iliness are promoted, such as: the increase in tau phosphorylation, oxidative stress,
mitochondrial dysfunction and inflammation in the nervous system, causing, ultimately,
a dysfunction of the central nervous system and the neuronal death. On the other hand,
in recent years, there are many studies in vitro and in vivo that demonstrate the
potential of resveratrol, a polyphenol present in wine and other plants, to improve many
of these dysfunctions that were mentioned associated with the AD. Specifically, this
work has focused on making a bibliographic review of the potential of resveratrol to
alleviate or eliminate the two most distinctive factors of AD in relation to other diseases:
the accumulation of AR protein and the hyperphosphorylation of tau protein. Hence, it
has described the different molecular mechanisms most supported by the different in
vitro and in vivo studies that have been carried out and the research of this drug has
been contextualized. The diversity in protocols and poor bioavailability offered by
resveratrol in the studies in vivo seems to be the main obstacle to the efficacy of the
drug. Therefore, further studies are needed to determine what is the best way of
supplying the drug, in order to transfer the benefits that have been obtained in many

tests, in humans.



Resumen

El Alzheimer (AD) es la causa mas comun de demencia (representa entre un 60 y un 70%
de todos los casos de esta patologia) y uno de los motivos mds frecuentes de
dependencia y mortalidad en los ancianos. La pérdida progresiva de la memoria y las
funciones cognitivas son las principales caracteristicas. Aunque la comunidad cientifica
ha mostrado mucho interés y se han realizado muchos estudios, todavia no se ha
encontrado ninguna terapia efectiva. En relacion a la teoria amiloide, la teoria mas
apoyada por los investigadores en los ultimos afios, la causa mas ligada a la AD es la
acumulacién y deposicion de la proteina B-amiloide (AB) en el sistema nervioso central
con la edad. A medida que va aumentando esta acumulacién, se promueve que se den
otros mecanismos patogénicos complejos que agravan la enfermedad, como son: el
incremento de fosforilacion de tau, el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial y la
inflamacion en el sistema nervioso, dando en ultima instancia, la disfuncién del sistema
nervioso central y la muerte neuronal. Por otro lado, en los Ultimos afios, hay muchos
estudios tanto in vitro como in vivo que demuestran el potencial que tiene el resveratrol,
un polifenol presente en el vino y otras plantas, para mejorar muchas de estas
disfunciones que se comentaban asociadas a la AD. Concretamente este trabajo, se ha
centrado en hacer una revisién bibliografica del potencial del resveratrol para paliar o
eliminar los dos factores mas distintivos de la AD en relacién a otras enfermedades: la
acumulacién de la proteina AB y la hiperfosforilacion de la proteina de tau. En base a
esto, se han descrito los diferentes mecanismos moleculares mas apoyados por los
diferentes estudios in vitro e in vivo que se han llevado a cabo y se ha contextualizado
la investigacion de este farmaco. La diversidad en los protocolos y la pobre
biodisponibilidad que ofrece el resveratrol en los estudios in vivo, parece ser el mayor
obstaculo para la eficacia que podria tener el medicamento. De este modo, hay que
continuar en la busqueda de cudl podria ser el correcto suministro del farmaco, para

conseguir trasladar los beneficios que se han obtenido en muchos ensayos, en humanos.
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1.INTRODUCCIO
1.1 L’Alzheimer

L’AD és una malaltia neurodegenerativa i la causa més comu de deméncia al mén (afecta
entre un 5iun 10% de la poblacié mundial més gran de 65 anys) (Qiu, Kivipelto, i von
Strauss, 2009). Pel que fa a la simptomatologia, destaquen la perdua progressiva de la
memoria a curt i a llarg termini amb un empitjorament en la cognicié. Aixi doncs, es van
presentant una serie de dificultats en la rutina diaria i les relacions socials que
desemboquen finalment en una dependéncia absoluta del pacient en el seu dia a dia (
Caruana, Cauchi i Vassallo, 2016). Pel que fa als principis que desencadenen la malaltia,
a dia d’avui encara hi ha molt debat i sembla ser que I'estil de vida hi juga un paper molt
important. Perd per altre banda, hi ha una serie de factors de risc que augmenten
considerablement la predisposicié a patir la malaltia com sén: I'edat avancada, la
historia familiar clinica amb AD i ser portador de I'al-lel APOE4 (Sawda, Moussa i Turner,

2017).

Tot i que els factors patologics i la progressié de la malaltia continua sent estudiada, les
principals caracteristiques associades a la malaltia sén: les plaques senils (SP), els
cabdells neurofibril-lars (NFT), i finalment perdua de connexions sinaptiques i mort
neuronal (Kou i Chen, 2017). D’entre totes elles pero, la caracteristica més associada a
I'inici de la progressid de la malaltia sén les SP. El conjunt de totes aquestes anomalies
promouen que hi hagi més factors que potencien encara més el desenvolupament de la
malaltia com sén: disfuncions dels neurotransmissors i dels mitocondris, estres oxidatiu,

inflamacid i trastorns neuroimmunes i trofics.

Clinicament s’han aplicat molts farmacs per tal de millorar el simptomes de I’AD, com
serien els inhibidors de la colinesterasa o la mamantina. Pero la gran quantitat d’efectes
adversos en comparacié als pocs beneficis que aporten (Ma, Tan, Yu i tan, 2014), fa
necessari continuar amb la cerca de nous farmacs que intentin millorar I’AD des dels

multiples mecanismes que el caracteritzen.

1.1.2 Mecanismes del desenvolupament de I’Alzheimer. Hipotesis amiloide




La hipotesis patogenica de la malaltia mes recolzada pels especialistes és la hipotesis

amiloide.

Aguesta hipotesis es va postular el 1992 (Ma et al., 2014), i rau en el mal clivatge de la
proteina precursora de I'amiloide (APP). Quan es dona aquest clivatge anomal, actuen
unes secretases especifiques, les B- i y-secretases, donant lloc a un acumulament
progressiu del peptid B-amiloide (AB), a I'espai extracel-lular en el cortex i en I'hipocamp.
De manera normal, I’APP és fragmentada per |’ a-secretasa, mitjangant la via coneguda
com a via no amiloide (Figura 1), generant péeptids a-amiloides, que sén solubles i no
generen disfuncions. Perd quan es déna el procés anomal (formacié de I’ AB) (Figura 1),
aquesta al ser insoluble, tendeix a acumular-se en agregats , donant lloc a la formacié d’
oligomers d’ AB, fibres d’amiloide i finalment plaques senils (SP) (Figura 2) (Sawda, et

al., 2017; Ma et al., 2014).
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Figura 1. Escissid6 no amiloide (esquerra) i escissio amiloide (dreta) (Mockett, Richter,
Abraham, &amp; Miller, 2017).

Per altre banda, hi ha un altre procés que es veu fortament afectat i involucrat en el
desenvolupament de I’'AD: la formacié de cabdells neurofibril-lars (NFT) (Figura 3) a
I'interior de les neurones. Aquestes NFT, es donen degut a una hiperfosforilacié o una
fosforilacié anormal de la proteina Tau, degut a I'increment de I'activitat de certes
guinases (Kou i Chen, 2017). Les proteines Tau sOn proteines que majoritariament es

troben en neurones tant del sistema nervids central com del periferic i s’associen a



microtubuls per tal d’estabilitzar-los (Ma et al., 2014). Les NFT de per si, tenen tendéncia
a augmentar amb |'edat en pacients d’AD, perdo sembla ser que la presencia de I’ AB,
encara promou més la seva formacié. Tenint en compte que tant la formacié de les SP,
com les NFT malmeten les neurones i donen lloc a necrosis i apoptosis neuronal, i que
acabaran donant lloc a altres processos patologics relacionats amb la malaltia (péerdua
sinaptica i neuronal, gliosis i neuroinflamacid), aquests dos processos resulten una
caracteristica patologica primordial per a I'estudi de la malaltia d’Alzheimer (Sawda et

al., 2017).
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Figura 2. Formacio6 de plaqus senils a partir del procés anomal d’escissio de 'APP
(“alzheimers7801.jpg(Imatge JPEG,780+596pixels)-Escalat (98%),” n.d).

Figura 3: Procés d’estabilitzacié de microtubuls per part de proteines TAU (a d’alt); i
procés andomal, portant a la desintegraci6 dels microtlbuls (a baix) (Fandrich, Schmidt i
Grigorieff, 2011).



1.2. El resveratrol
El resveratrol (3,4’, 5- trihidroxistilbene) (Figura 4) és un polifenol que es troba en
diverses plantes, especialment en la pell i llavors del raim i per tant també en el vi.
També es troba en fruites del bosc i en cacauets, entre d’altres, perd en menor
abundancia i el que fa és exercir una funcid protectora, per exemple contra fongs i

bacteris. (Berman, Motechin, Wiesenfeld, i Holz, 2017; Ma et al,. 2014; Marques,

OH
I

Markus i Morris, 2009).
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Figura 4: Férmula estructural de la molécula de resveratrol (Catalgol, Batriel, Taga i Ozer,
2012).

Aquestes plantes que el content i els respectius extractes, han estat molt utilitzats
com agents terapéutics en multiples malalties des de temps ancestrals, pero el
resveratrol per ell mateix no va ser aillat i descrit fins el 1940 com a component
medicinal. Concretament es va trobar en la planta Veratrum grandiflorum. Tot i aixi,
no ha estat fins fa pocs anys cap aqui que s’ha comencat a estudiar el potencial
farmacologic que presenta davant diferents malalties entre les que s’inclouen el
cancer, malalties cardiovasculars, la diabetis i la obesitat (Berman et al,. 2017;

Marques et al,. 2009) i desordres neurologics com el Parkinson i I’AD.

El resveratrol esta associat a varis efectes antioxidants, antiinflamatoris,
anticarcinogens, antienvelliment i propietats de neuroproteccié ( Lange i Li, 2018).
Es coneix que el resveratrol té capacitat per modular un gran nombre de dianes
intracel-lulars entre les quals, les més conegudes sén les sirtuines. Perd també té
activitat sobre un gran nombre de factors de la transcripcid, proteines quinases,

gens apoptotics, pot suprimir productes de gens metastatics i angiogenics i



biomarcadors inflamatoris. També pot induir alguns enzims antioxidants (Marques
et al,. 2009). L’efecte neuroprotector del resveratrol esta molt relacionat amb les
propietats antiinflamatories i antioxidants, tot i aixi, encara no es coneix
completament el mecanisme exacte pel qual s’arriba a aquest resultat ( Lange i Li,
2018).

1.2.1 Resveratrol i Alzheimer

Seguint amb les propietats de neuroproteccio, s’"ha observat que el resveratrol, té
un paper molt rellevant en I’AD. Investigacions recents suggereixen que podria
protegir les neurones de I"hipocamp contra I’ AB, contra la mort neuronal induida
per I'estres oxidatiu i propiciar la neurogénesi (Figura5). Uns altres mecanismes
d’accié del resveratrol potencials per a I'AD inclouen: la reduccié de ROS,
I’eliminacié de peptids AB, la facilitacio del clivatge d’APP per part de I’ a-secretasa
(per tal de no formar AB), la inhibicié de la B-secretasa (BACE-1), la millora de
disfuncions mitocondrials i, la reduccid de la toxicitat induida per I’hiperfosforilacid
de tau (Figura5). Tots ells promoguts per I'activacio de les sirtuines, concretament

de SIRT 1 ( Lange i Li, 2018) (Figura5).
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Figura 5: Activacié de SIRT 1, la derivada desacetilacio de diferents proteines i

consequent resposta protectora cel-lular (Bonda et al., 2011).

1.3.Les sirtuines:
Les sirtuines sén un tipus de proteines histones que principalment tenen activitat
desacetilasa dependents de nicotinamida adenina dinucleotid (NAD*). D’aquesta
manera, a nivell molecular, s’aconsegueix un enrotllament de les histones més fort
a ’'ADN i conseqlientment aixd0 desemboca en una regulacié de la transcripcid del
DNA i la proteina en qiestio (Bonda et al., 2011).. Concretament les sirtuines, reben

especial atencidé en malalties associades a I’envelliment, ja que s’ha trobat que



poden regular molts gens i mecanismes implicats en el metabolisme energétic, com
per exemple davant de situacions de restriccié calorica i dejunis (Jayeasena et al.,
2013).

En mamifers, se’n coneixen 7 i es troben distribuides de manera diferent en la
cel-lula. Totes elles tenen el domini catalitic conservat, pero difereixen en el domini
N i C-terminal. Tenen diferents substrats, entre els quals s’inclouen histones,
regions transcripcionals i diferents enzims relacionats en moltes funcions, i per tant

també, i en relacié a I'interés d’aquest treball, en 'aprenentatge i la memoria.

Cell localisation  Activity Key targets
SIRTL  Muclews Deacetylase ph3, FOXND3I, RARR, PGC1a, PPARY, NFkB, KaF1,
histone H1, H3, Hi
SIRT:  Oytoplaim Deacetylais Histore HY, a-tubulin

ST Mitochondria Deacetylase and ART Ku70, acetyl-caA synthetae, ghtamate
dehydrogenase, isocitrate dehydrogenase

SRT4  Mitochondria ART Glutamate dehydrogenase
SIRTS  Mitochondria Deacetylase Cytachrome ¢

SIRTh Muwcleus Deacetylase and ART Histane H3

SIRT7  Mucleus Passible descetylase Passibly the RMA Poll complex

AET=ADP:ribosylitransierase activity. Adapted from Albani and colleagues,™ with permissson from |06 Press

Table 1: Biochemical and functional features of human sirtuins

Figura 5: Sirtuines en humans i les seves corresponents activitats i funcions bioquimiques
(Bonda et al., 2011).

Entre els mecanismes més rellevants de les sirtuines en relacié a I’AD, es troba la
capacitat de SIRT 1 per: activar I’ a-secretasa, induir la desacetil-lacié de tau i,
promoure la disminucié de quantitat d’ AB en el sistema nervids central (Sawda et
al., 2017). També té capacitats neuroprotectores i millora la supervivencia

neuronal (Kou i Chein, 2017).



2. OBJECTIVES

The main objective of this project has been to make an exhaustive bibliographic
review to alleviate or eliminate the two most distinctive factors of AD by
resveratrol: the accumulation of AB protein and the hyperphosphorylation of tau

protein.

In order to achieve this main objective, the following specific objectives have
been established:
- To review the bibliography selected to explain the two main molecular
pathways of AD
- To explain the main molecular pathways by which resveratrol decreases the
accumulation of AB deposition and tau phosphorylation.
- To analyse some of the main in vitro and in vivo studies that have been done
in order to compare the results for the decrease of the accumulation of AB
deposition and tau phosphorylation by resveratrol.

- To assess the current state of the research of resveratrol in AD.



3. MATERIAL | METODES

Per a realitzar aquest treball s’ha fet servir dos cercadors: PubMed per a la cerca
més especialitzada, i Google scholar per a la més general.

La primera fase de recerca especialitzada es va dur a terme entre els mesos de
novembre de 2017 i abril del 2018. Per tal de saber de quanta informacio es podia
disposar en un primer moment, es va fer una cerca sense filtres amb les paraules

I”

“resveratrol” i “Alzheimer” i es van obtenir un total de 159 articles. A continuacid,
donat que hi havia forga articles, es va voler acotar la cerca a estudis en humans, i
es va posar com a filtre aquesta restriccid, obtenint-se un total de 26 articles. Pero
molts d’ells tampoc tractaven sobre recerques en humans.
Donada la complexitat del contingut, finalment es va decidir revisar articles que
fossin revisions bibliografiques. A més, per tal de fer una cerca més rigorosa es van
buscar els Medical Subject Headings (MeSH) de les dues paraules “resveratrol” i
“Alzheimer”, i es van obtenir aquests termes: RES, RSV, Alzheimer's disease i
Alzheimer disease. A partir d’aqui es van realitzar diferents cerques combinant els
diferents termes i es van acotar a estudis que fossin publicats els ultims 10 anys,
amb preferéncia per els més recents. A continuacié es van llegir els diferents
resums de tots els articles i se’n van escollir un total de 7. De tota manera, a partir
de la bibliografia continguda en aquests primers articles que va facilitar Pubmed,
es va ampliar el nombre d’articles principals, fins que se’n van aconseguir un total
de 12.
Aixi doncs els criteris d’inclusié en general van ser:

- Datade publicacio entre I’'any 2008 i 2018, revisions bibliografiquesi llengua

anglesa i castellana.

| els d’exclusio:

- Articles que no compleixen els criteris d’inclusié i articles duplicats.
Finalment, a partir de la informacié que van proporcionar aquests 12 articles més
generals, es va decidir realitzar una segona cerca més especialitzada sobre els
mecanismes pels quals el resveratrol redueix els dos factors més caracteristics de

I’AD: la disminucio de la proteina AB i la hiperfosforilacio de |a proteina tau.



4. CRITERIS ETICS O DE SOSTENIBILITAT DEL TREBALL

En les diferents investigacions per a l'aven¢ farmacologic per a I’AD, resulta
inevitable I'ds d’animals. Perd la consciéncia i el valor d’aquests des de la
perspectiva humana, sén dos criteris étics importants i inqiiestionables. Es per aixo,
gue existeixen una serie de mesures de legislacid per tal de regular el tracte
d’aquests en els diferents procediments cientifics que els facin servir. Aquestes han
de vetllar per la seva maxima seguretat dins del context, des de la cria i transport

inicials, fins al seu sacrifici.

Per altre banda, el poc desenvolupament farmacologic efica¢ que hi ha actualment,
forca a que els diferents assajos clinics a realitzar tinguin una mica més de risc pels
individus que en assajos d’ altres farmacs per malalties experimentalment més
conegudes. Es per aixd, que cal que tots aquests assajos clinics es facin sota la

maxima seguretat i informant al maxim dels riscos als participants.

Pel que fa a la sostenibilitat, és important, com passa en la resta d’estudis al
laboratori, I'Us adequat dels diferents productes, tenint en compte que a I'hora
d’escollir-los aquests generin el minim impacte ambiental en relacié a la resta de

possibilitats. Aixi com el correcte reciclatge dels diferents residus generats.



5. RESULTATS I DISCUSSIO

L’AD sembla ser una malaltia multifactorial, pero encara no esta prou clar quin és I'ordre
i importancia d’aquests factors per tal que s’acabi desenvolupant. Tot i aixi, la majoria
d’autors coincideixen en que els principis més associats a la malaltia sén: la formacid de
plaques senils i la hiperfosforilacié de la proteina tau. Aixi doncs, aquesta cerca
bibliografica, pretén inferir sobretot en els efectes del resveratrol per tal de pal-liar o

eliminar la formacié d’aquests dos elements.

Consten molts estudis que descriuen els efectes del resveratrol sobre la proteina A,
pero no tants sobre la proteina tau. No obstant, els diferents autors estan d’acord en
que encara falta molta informacid i evidencies per tal d’assegurar la manera concreta
com es desenvolupen els fets, tant en un aspecte com en laltre. Es per aixd que s’ha
decidit classificar les diferents recerques que s’han anat trobant segons els diferents
models pels quals han estat efectuades ( in vitro i in vivo: en animals i en humans), per
tal que després es puguin extreure conclusions pel que fa a I’evolucié de la investigacid

del resveratrol sobre aquests dos mecanismes en I’AD.
Eliminacié de la proteina AP:

En la nostra cerca s’han obtingut un total de 12 articles (majoritariament revisions
bibliografiques), els quals ens han permes arribar a 10 articles més concrets per a
I"actuacid del resveratrol sobre I'eliminacié de I’ AB. D’aquesta manera, en el cas que un
mateix mecanisme estigui recolzat per més d’un model, s’explicara a partir dels models
més rellevants i procurant que siguin el més recents possibles, majoritariament inclosos

en els articles dels quals s’ha partit la cerca.
- Estudis in vitro
Regulacio de I'autofagia

Entre les diferents revisions bibliografiques consultades, una de les vies més
comentades pel que fa a I'eliminacié de proteina AB mitjancant estudis in vitro és

I"autofagia.

10



La presencia d’agregats proteics anormals en el citoplasma o en el nucli, i les inclusions
extracel-lulars, com serien per exemple les plaques senils i els cabdells neurofibril-lars,
perjudiquen els organuls i creen disfuncions sinaptiques en el sistema nervids. Aixi doncs
els procés d’eliminacié AR mediat per I'autofagia té un paper crucial en la millora del
desenvolupament de la malaltia d’AD. | d’entre les diferents maneres que hi ha per

regular aquest sistema, el resveratrol n’és un molt bon farmac (Pallauf i Rimbach, 2013).

En I'estudi de Gosh, McBurney, i Robbins (2010) es van fer servir cel-lules Hela i es va
demostrar que el resveratrol té capacitat per reduir la ruta de la diana de rapamicina en
cél-lules de mamifer (mTOR) a partir de SIRT1. | aix0, esta directament relacionat amb

I'autofagia perqué mTOR és capa¢ de modular-la, concretament n’és un inhibidor.

Per altre banda, en la recerca de Morselli et al., (2011) es va comparar la capacitat i
mecanismes pels quals I'espermidina (una poliamina que es troba en els citrics i la soja)
i el resveratrol induien I'autofagia, tant individualment com sinérgicament. Pel que fa al
resveratrol per si sol, es van fer servir diferents cultius de cél-lules de mamifers i es va
concloure que era capa¢ d’induir I'autofagia a través de diferents maneres, tant

dependent com independent de sirtuines.

Aixi doncs, tot i que el rol precis del resveratrol en la millora d’aquesta via és encara poc
clar, es suposa que I'activacié de SIRT1 hi juga un paper molt important (Figura 7) (Kou i

Chen, 2017).

Resveratrol

Y
SIRT 1

Deacetylation

mTOR dependent
signaling pathway

A
Histones

Transcriptional
regulation

Autophagy

Figura 7: Rutes d’activacio de l'autofagia a través del resveratrol (Kou i Chen, 2017).
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Inhibicio de I'enzim B-secretasa (BACE-1)

Més recentment, també s’ha demostrat en varis assajos in vitro que BACE-1 també juga
un paper molt important pel que fa als mecanismes beneficiosos que aporta el
resveratrol en I’AD. Aix0 és aixi perque, com s’ha comentat a la introduccié, BACE-1 és
I’enzim principal en el procés de formacié de proteina AR, aixi doncs, la seva inhibicid

sera d’'una importancia primordial per tal d’evitar la formacié de plaques senils.

Entre els estudis més destacats trobem els de Choi et al. (2011) i Koukoulista et al.

(2016):

En I'estudi de Choi et al. (2011) es va estudiar la capacitat inhibitoria de BACE-1 de 9
oligomers del resveratrol que es van aconseguir a partir llavors de Paeonia lactiflora. Per
fer-ho, es van fer servir baculovirus purificats com a vectors per expressar BACE-1 sobre
el substrat Rh-EVNLDAEFK. Posteriorment, a aquestes recombinants, se’ls va aplicar
diferents dosis de cada un d’aquests oligomers per separat. |, a continuacié, mitjancant
transferéncia d’energia de ressonancia de Forster (FRET), es va poder estimar la dosi
concreta de cada oligomer per tal de reduir I'activitat de 'enzim en un 50% . D’aquesta
manera es va demostrar que hi havia oligdmers de resveratrol més i menys afins a

provocar la inhibicié de BACE1.

Pel que fa a I'estudi de Koukoulista et al. (2016) es va investigar el mateix efecte pero
sobre 11 analegs del resveratrol mitjancant un assaig tipus Time resolved fluorometry
(TRF). En un primer moment es va demostrar que 4 d’aquests 11 analegs tenien una
activitat considerablement alta mitjangant docking i MD calculations. | després, aixo es
va acabar de confirmar sobre cél-lules HT22. A més a més, 3 d’aquests 4 analegs,
mostraven una activitat encara més potent degut a que presentaven més lipofilitat, la
gual cosa suggereix que la lipofilitat és important per a la bioactivitat del resveratrol per

inhibir BACE-1.
Activacio de la proteina quinasa activada per AMP (AMPK)

SIRT-1, com es comentava en el mecanisme de I'autofagia, és coneguda per ser una de
les molécules principals pel que fa a I'activacié de diferents mecanismes per reduir la
deposicid d” AB. A més, per posar un altre exemple, també es considera que SIRT 1
participa en la inhibicio de BACE-1 (Sawda et al., 2018). Pero alguns autors han volgut
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anar més lluny i estudiar la implicacidé d’altres molecules en aquests mecanismes. Com
es va fer en els estudis que van realitzar Dasgupta i Milbrandt, (2007) i Vingtdeux et al.,
(2010). Aixi, en I'assaig de Dasgupta i Milbrandt, (2007) es va voler comprovar si AMPK
depenia de I'activitat de SIRT1 induida pel resveratrol. Per fer-ho es va fer servir la linia
cel-lular de neuroblastoma (Neuro2a) amb inhibidors quimics de sirtuines. Es va posar
una dosis de 10 uM de resveratrol i al cap de 2 hores es va comprovar que els inhibidors
no havien tingut cap efecte sobre la capacitat del resveratrol per estimular el creixement
en aquestes cél-lules. Aixi doncs es va comprovar que AMPK era activada pel resveratrol

de manera independent de SIRT1.

Seguint aquestes evidéncies, Vingtdeux et al. (2010), van demostrar més tard que si
s’inhibia AMPK, el resveratrol no presentava beneficis. Primerament van comprovar la
capacitat d’AMPK per reduir els nivells de proteina AR mitjangant I'aplicacié de
resveratrol en neurones primaries provinents de ratolins transgénics. | després, sobre el
mateix tipus de cel-lules tractades també amb resveratrol i un inhibidor quimic per a

AMPK, que aquesta no podia fer-ho.

Aixi doncs, s’evidencia que AMPK és imprescindible per a que el resveratrol sigui efectiu
en la disminucié de la proteina AB, i que existeixen varies vies més per les quals es pot

activar a part de a partir de SIRT1.
- Estudis in vivo

A diferencia dels estudis in vitro, el nombre d’estudis in vivo és molt més reduit, sobretot

en models de mamifers.

Tot i aixi si que esta confirmada la reduccidé de proteina AB, com es va fer en I'estudi de
Zhao et al. (2012). En aquest cas es van fer servir rates femelles Wistar de 4 i 5 mesos
ovariectomitzades, tractades amb D-galactosa i amb estradiol i resveratrol en diferents
dosis. Per I'administracié del resveratrol van haver-hi tres grups diferents, unes que
rebien 20 mg/kg, unes altres que rebien 40 mg/kg i les que rebien 80 mg/kg; totes elles
van fer el tractament durant 12 setmanes. En comparacio als altres grups, els resultats
van demostrar que les rates que havien rebut dosis de 40 mg/kg i 80 mg/kg de
resveratrol, mostraven una disminucid significativa de proteina AR a I’'hipocamp en

comparacio als altres grups. En aquest estudi a més, també es va posar de manifests
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I’efectivitat del resveratrol per promoure altres mecanismes que milloren la inflamacié
induida per la proteina AB i la proteccio de la barrera hematoencefalica (tots dos factors

involucrats en el desenvolupament I’AD).
Activacio de la proteina quinasa activada per AMP (AMPK)

Seguint amb la recerca anterior que es va fer in vitro, Vingtdeux et al., (2010) van voler
continuar estudiant els efectes del resveratrol sobre I'activacié d’AMPK. En aquest cas
es van fer servir ratolins transgénics APP/PS1 de 15 setmanes, i se’ls va administrar
durant 15 dies una dieta en la qual un 0,35% era resveratrol; aproximadament aixo
equivaldria a uns 350 mg de resveratrol per quilo de pes de I'animal. En finalitzar I'estudi
es va concloure que hi havia hagut un increment de I'activitat d’AMPK significativa en
els ratolins que havien rebut tractament respecte els que no, i que aquests també havien
tingut una reduccio significativa de proteina AB en el cortex, perd no en I’hipocamp.
També es van analitzar els nivells d’APP, perd aquests van resultar invariable entre els

dos grups.
Regulacio de I'autofagia

Per la via de I'autofagia no s’ha trobat cap model en mamifers que comprovi els efectes
beneficiosos del resveratrol, perd si que se n’ha trobat sobre invertebrats, com per

exemple:

En I'estudi de Regitz et al., (2016), es va fer servir models de Caenorhabditis elegants
transgeénics per a l'expressié de proteina AB. Concretament se’ls va provocar que
aquesta expressio estigués sota el control d’'un promotor de teixit muscular, de manera
gue I'animal respongués a la toxicitat induida per I'acumulacié de proteina AB amb
paralisis. Per comprovar la capacitat del resveratrol per regular I'autofagia, es van fer

servir substrats peptidics fluorogenics. Finalment es va poder confirmar aquesta afecte.
Inhibicio de I'enzim B8-secretasa (BACE-1)

Com passa en el mecanisme de I'autofagia, la inhibicié de BACE1 també sembla ser més
complicada de demostrar en el model in vivo respecte el in vitro. Com passa en

I’experiment que va dur a terme Sanchez (2017) per a la realitzacio de la seva tesi:
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En aquest estudi es van fer servir ratolins SAMP8 en que s’analitzava I'expressié genica
de BACE-1. En aquest cas, es van agafar individus de 5 a 7 mesos. Els de 5 representaven
un estat mig en el desenvolupament de la malaltia, i els de 7 un estat més avancat. El
grup al qual se li administrava resveratrol rebia una dosis diaria de 160 mg/Kg. En el cas
dels ratolins de 5 mesos, la dieta amb resveratrol es va iniciar quan I’animal tenia 1 mes
d’edat i va durar 4 mesos. En canvi, en els ratolins de 7 mesos, se’ls va comencgar a
administrar el resveratrol a partir dels 4 mesos d’edat i van dur a terme la dieta durant

3 mesos.

Pel que fa als resultats, en el cas dels ratolins de 5 mesos, si que es va observar que els
ratolins que havien rebut tractament presentaven una disminucidé en I'expressio de
BACE-1 en comparacio als no tractats, perd aquests resultats no eren estadisticament
significatius. En el cas dels ratolins de 7 mesos, en canvi, hi va haver un augment
d’expressié de BACE- 1 en els ratolins que se’ls havia administrat el medicament
(Sanchez, 2017). Tot i que a priori, aquests resultats en els ratolins de 7 mesos mostren
gue el resveratrol indueix a I'expressié de BACE-1, en realitat aix0 podria ser indicatiu
de la importancia que té la fase de la malaltia en que s’administri el medicament, com
ja s’ha comentat en molts altres estudis (Sawda et al., 2018). La diferéncia d’expressid
de BACE-1 que es troba associada a I’edat, per altre banda, ve donada pel mecanisme
de compensacié que ja es dona de manera natural en individus que no se’ls ha
administrat resveratrol, en que l'augment de diposits de proteina AB degut a I'edat,

provoca que hi hagi menys expressié de BACE-1 (Sdnchez, 2017).

Estudis en Humans

Hi ha molt poca informacio sobre els efectes del resveratrol en humans, i encara més si
s’acota a estudis per a 'AD i la disminucié de proteina AB. Aixo és aixi, no només pel
poc nombre d’estudis que s’han dut a terme, sind també pels protocols utilitzats. La
quantitat de dosi administrada en els estudis en humans és molt inferior a la que
s’administrava en ratolins i, a més, la llargada d’aquests assajos també és molt més curta
(la majoria no han durat més de 6 mesos). A part en aquests estudis, basicament s’ha
valorat la funcid cognitiva, que tot i que esta intimament relacionada amb la disminucid

de I’ AB, no ho avala de manera directa.

15



L’estudi més important que s’ha realitzat en humans i que ens proporciona informacid
molt determinant per aquesta revisio bibliografica, és I’estudi que van realitzar Turner
et al., (2015). Es I'assaig de més llarga durada (52 setmanes), amb més individus (119) i
en que s’ha subministrat les quantitats de resveratrol més altes de la bibliografia
analitzada (arribant a 2g/dia en els Ultims dies) per administracié oral. Els individus
inclosos en aquest estudi, eren pacients amb AD que presentaven demencia de lleu a
moderada. Els resultats que es van obtenir, en relacié a la proteina AB, van ser que els
nivells d’aquesta disminuien considerablement en el liquid cefaloraquidi i plasma en el
grup placebo, perd que en canvi es mantenien estables en el grup que se’ls havia
administrat resveratrol (Turner et al., 2015). Aixi doncs, el grup d’individus que va ser
tractat amb resveratrol, van tenir una major eliminacié de proteina Ap en comparacio al

grup placebo.

Reduccid dels nivells de tau hiperfosforil-lada

L'efecte del resveratrol en la disminucié de proteina tau anomala esta molt menys
estudiada que la disminucié de I'acumulacié de proteina AB. Els 12 articles dels quals es
va partir la cerca, han permés arribar a molt pocs articles referents als beneficis del
resveratrol sobre la proteina tau. Tenint en compte que la majoria estudiaven el mateix
(disminucid de quinases que promouen la hiperfosforil-lacié de tau), s’ha decidit escollir
només aquells més rellevants: els que han estat citats més vegades i els que aporten
informacio relativament diversa. A més, com en el cas anterior, si un mateix mecanisme

esta recolzat per més d’un model, s’explicara a partir del model més informatiu.
In vitro
- Desacetilacio de la proteina tau

Min et al. (2011) van estudiar que l'acetilacié de tau inhibeix la seva degradacid i
contribueix a les tautopaties. Aquesta acetilacid va ser induida tant en el model in vitro
com el in vivo, pero en el model in vitro a més, també van estudiar la desacetilacid
provocada pel resveratrol. Per fer-ho, es van tractar amb diferents dosis de resveratrol
cél-lules HEH293T transfectades amb proteina tau, SIRT1, Ha-UB (per a la ubiquitinacid)
i SIRTIH363Y. Els resultats van mostrar que hi havia ubiquitinacié en les cél-lules que
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havien estat transfectades amb SIRT1 i tau en dosis de 50 uM de resveratrol, per la qual
cosa es va concloure que el resveratrol activa SIRT-1 i que SIRT-1 desacetila tau, la qual
cosa provoca la seva ubiquitinacié i conseqlient eliminacié proteosomal, de manera que

es redueixen els nivells de tau.
In vivo
- Regulacio de la fosforilacié anormal de la proteina tau:

A partir de I'’estudi que van realitzar Porquet et al. (2013), es va poder observar in vivo
que el resveratrol pot induir tant a la disminucié de la quantitat de proteina tau
fosforil-lada, aixi com a la disminucié de quinases implicades en la hiperfosforil-lacié. En
aquest experiment es van utilitzar ratolins SAMP8 en que se’ls va administrar resveratrol
en quantitats de 1gram/kg a partir dels 2 mesos d’edat durant 7 mesos. Els resultats
gue es van obtenir pel que fa a les proteines tau fosforilades, van ser que els ratolins
que havien rebut tractament van presentar nivells més baixos de la proteina, tant en el
cortex com en |'hipocamp. Per altre banda, en el cortex, també es va trobar una
disminucio en I'activitat d’algunes quinases implicades en la fosforilacié anormal de tau
com son: CDK5 i GSK3B. Pel que fa a I’hipocamp pero, aixd no es va observar. | iesva
argumentar que o bé ja no es podien detectar els anticossos fosforilats ( que serveixen
com a detectors de I'activitat inhibitoria de les quinases, o bé i recolzant-se més sobre
aquesta opcio, que la disminucio dels nivells de proteina tau fosforil-lada en I’hipocamp
van ser deguts als efectes antioxidants del resveratrol, més que per |'efecte inhibitori de

les tau quinases (Porquet et al., 2013).

En contradiccié a aquest estudi pero, I'assaig que van dur a terme Chang et al. (2012),
es va voler comparar els efectes dels resveratrol i un derivat seu, el pterostilbene, sobre
ratolins SAMP8. Concretament, es van estudiar els efectes d’aquests dos polifenols
sobre diferents mecanismes per pal-liar I'estrés oxidatiu, la inflamacié i alguns
biomarcadors indicatius de I'alteracid per I'AD, entre ells la fosforilacié de tau. | els
resultats van mostrar que la majoria d’ells el resveratrol no tenia efecte, pero en canvi
el pterostilbene si. Concretament es van fer servir ratolins SAMP8 de 5 mesos d’edat i
se’ls va administrar amb la dieta la mateixa dosi de 120 mg/kg de resveratrol i

pterostilbene (el que equivaldria a una dosi inclosa en 2 copes de vi) en cada cas durant
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8 setmanes. Pel que fa a I'avaluacié cognitiva, els dos models van presentar una millora
significativa, pero referent a la disminucié de la fosforilacié de tau, aixo només es va

observar en els ratolins que se’ls havia administrat pterostilbene.

En comparacid a I'estudi que es va fer un any després dut a terme per Porquet et al.
(2013), podria ser que aquesta divergéncia de resultats sigui deguda a la diferéncia de
protocol que es va fer en cada cas. Aixi doncs, mentre el pterostilbene es afectiu en dosis
baixes, el resveratrol necessita ser administrat en més quantitat i durant més tempsiia

poder ser sobre individus joves.

Estudis en Humans

Pel que fa als estudis en humans, aquesta activitat, tot i que s’ha estudiat, no s’ha pogut
demostrar. Com va passar en l'estudi que ja s’ha comentat anteriorment que van
realitzar Turner et al. (2015). En aquesta recerca es va calcular si hi havia diferéncies en
els nivells de proteina tau fosforil-lada en el liquid cefaloraquidi entre el grup que se li

havia administrat resveratrol i el grup placebo, i no se’n van trobar.

Limitacions del resveratrol i futures direccions del farmac:

Tot i la millora que sembla presentar el resveratrol sobre I'acumulacié de la proteina AR
i la hiperfosforil-lacié de la proteina tau, tots els autors dels treballs revisats coincideixen
en que encara falta dur a terme molts assajos per tal de poder arribar a la conclusio que
els resveratrol és un bon farmac per millorar I’AD en humans. Algunes de les limitacions

més importants s’han pogut veure reflectides al llarg d’aquesta revisio bibliografica:
Divergencies en els protocols

En comparacié a la resta d’estudis realitzats in vivo que s’han comentat, tant el de Chang
et al.,, (2011) com en el de Sanchez (2017), s’han realitzat uns protocols bastant
semblants. L'administracié del resveratrol es donava de forma oral en dosis baixes ( 120
mg/kg i 160 mg/kg respectivament) i el tractament durava també relativament poc (2 i
4 mesos). L'edat de I'inici del tractament era una mica diferent perd, mentre en I'estudi
de Chang et al., (2011) era als 5 mesos, en el cas de Sdnchez (2017) era a I’1 i 4 mesos.

En tots dos casos pero, en contrast als altres, els guanys han estat nuls o no prou
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concloents. Tot i aixi, els ratolins en que se’ls comencava a medicar al mes d’edat,

presentaven certa millora, perd no era estadisticament significativa.

Per altre banda, en els estudis de Vingtdeux et al. (2010) i Porquet et al. (2013), els
animals van rebre el farmac en dosis més altes (350 mg/kg i 1 g/kg respectivament)
també de manera oral, es va comencar el tractament en edat jove (4 i 2 mesos en cada
cas) i en el cas de Porquet et al. (2013), també va durar molt més (7 mesos). El de
Vingtdeux et al. (2010) pero, només va durar 15 dies, la qual cosa fa pensar que la dosi i
I'edat d’inici del tractament és més important que la durada del tractament en si.
L’estudi de Zhao et al. (2012) en rates ovariectomitzades, que van rebre dosis més baixes
(40 i 80 mg/kg) de manera oral, en edat de 4 i 5 mesos, i durant 3 mesos de tractament,
també va resultar efectiu, pero el fet que fos sobre rates operades i rebessin D-galactosa
i estradiol conjuntament amb el resveratrol, potser podria influir en les circumstancies

de millora, o si més no, s’allunya dels altres models analitzats.

Per altre banda, la via d’administracié també resulta un factor important. En les
diferents revisions bibliografiques que s’han analitzat, s’"ha anat corroborant que els
estudis en que els animals rebien el farmac per via injeccié intraperitoneal mostraven
els beneficis d’'una manera més efectiva que no pas els que la rebien de manera oral. En
el cas de Zhao et al. (2015), el resveratrol es va administrar per via oral en dosis de 40 i
80 mg/kg, pero dins del grup que se’ls administrava resveratrol, una altre grup va rebre
una dosi de 20 mg/kg que no van presentar millores. Per contra, en I'estudi de Dasgupta
i Milbrandt (2007), es van fer servir ratolins de dos mesos d’edat els quals van rebre

també una dosi de 20 mg/kg per injeccid peritoneal, i aquests si que van millorar.
La biodisponibilitat

Un altre factor molt important que dificulta al resveratrol dur a terme tot el seu
potencial in vivo, té I'arrel en la baixa biodisponibilitat que té el farmac en els mamifers

i encara més, en humans.

La biodisponibilitat és la proporcié de farmac que és absorbida, metabolitzada i
disponible per dur a terme els efectes biologics sobre els teixits (Caruana et al., 2016).
Concretament el que succeeix en el cas del resveratrol, és que aquest s’absorbeix i es

metabolitza d’una manera molt rapida, a part de tenir una pobre solubilitat en aigua i
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una limitada estabilitat quimica, de manera que per si mateix no pot oferir els mateixos
beneficis que presenta in vitro. De fet en la majoria d’estudis in vivo en que el resveratrol
s’ha subministrat de manera oral, es demostra que la biodisponibilitat d’aquest era de

menys d’un 1% (Ahmed et al., 2017).

En I'estudi en humans que van dur a terme Turner et al. (2015), aquest fet es va veure
reflectit quan es van analitzar les concentracions de resveratrol que hi havia en el liquid
cefaloraquidi i plasma després de la seva administracié. En comparacio a les altes dosis
gue havien rebut els pacients, només es van aconseguir dosis nanomolars molt baixes
en aquests dos fluids. Perd per contra, els nivells de metabolits glucosilats i sulfatats
propis del farmac eren molt alts. Tot i aixi, encara que s’evidencii la baixa disponibilitat
del resveratrol, els efectes sén significatius i per tant, no es pot concloure que aquests
metabolits no puguin presentar certa activitat i dur a terme els beneficis que el

resveratrol exerceix.
Analegs del resveratrol

Com s’ha comentat anteriorment sobre la bibliografia analitzada, alguns analegs del

resveratrol semblen ser més eficacos que ell mateix:

En I'estudi de Choi et al. (2011), es confirmava que hi havia oligdmers que en menys
guantitat que el resveratrol, eren capacos d’inhibir 'activitat de BACE-1. En el de
Koukoulista et al. (2016), també es demostrava que hi havia uns analegs més efectius
qgue d’altres i ho van correlacionar amb I'alta lipofilitat que aquests presentaven. Tot i
que el resveratrol ja de per si té una alta lipofilitat (la qual cosa és una propietat molt
important per a la seva bioactivitat, ja que |i permet travessar amb facilitat la barrera

hematoencefalica), aguests analegs encara ho sén més.

Per ultim, en I'estudi comparatiu que van dur a terme Porquet et al. (2013) entre el
resveratrol i un derivat seu, el pterostilbene, també van demostrar que a I'administrar
la mateixa dosi, el pterostilbene induia més beneficis que el resveratrol. | de fet, pel que
mostra la bibliografia analitzada, aquest analeg ha estat estudiat en alguns assajos, tant
in vitro com in vivo, donant bons resultats, sobretot pel que fa a la cognicid i I'estrées

cel-lular. El pterostilbene a més, també presenta més lipofilitat i permeabilitat que el
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resveratrol. Tot i aixi, encara que sigui una molécula amb molt potencial terapeutic,

encara calen molts analisis més per posar-lo a prova en humans (Lange i li, 2018).
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6. CONCLUSIONS

1. Resveratrol shows a high pharmacological potential in the reduction of AB protein. In
in vitro and in vivo models but less in humans, it has been shown that this drug induces

the reduction of the protein.

2. The pathways for the reduction of AB protein are not so clear. It is clear that this
reduction is not caused by a single isolated mechanism, and are connected to one
another due to the transduction of the signal promoted by resveratrol. While the
activation of AMPK seems indisputable in most of these mechanisms (it has been
demonstrated both in vitro and in vivo), autophagy and inhibition of BACE-1 do not

present as much experimental support as they are very more difficult to prove in vivo.

3. The decrease of hyperphosphorylation of tau has not been studied as much. Although
some in vivo experiments demonstrate the ability of resveratrol to decrease the kinases
involved in the abnormal phosphorylation processes, there are others that only
demonstrate a decrease in tau proteins. These experiments do not study the mechanism
through which it occurs. With regards to humans, the decrease in tau protein could not

be demonstrated.

4. The lack of experimental evidence of resveratrol in human studies is associated with
the short duration of the studies, the low dose administrated and the stage of the

disease (it is better in the prodormal and moderate phases).

5. The low bioavailability of resveratrol is the mainly responsible of many of the benefits,
which are easily demonstrable in vitro than in vivo, especially in mammals. Several
recent studies demonstrate the high potential that some resveratrol analogs present

due to higher lipophility and permeability.
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