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Resumen

Objetivo: Determinar el efecto de un extracto polifend-
lico de hueso de oliva en el desarrollo del sistema nervioso
y frente al dafio inducido mediante la neurotoxina acido
kainico, utilizando como modelo animal el pez cebra.

Material y métodos: Se analiza el efecto del extracto a la
maxima dosis tolerada (100 mg/ml de polifenoles) sobre la
actividad colinérgica en larvas de pez cebra (72 horas
post-fertilizacion). Se utilizan inicamente huevos fecun-
dados sin anomalias. Se incuban 6 huevos/pocillo en
microplaca de 24 pocillos en 2 ml de agua con DMSO
(0,1%) a 26 = 1° C: a) neurodesarrollo: agua (control) y
con 100 mg/ml de extracto, como ensayo; b) neuroprotec-
cion: agua y acido kainico (100 uM) (control) y con 100
mg/ml de extracto (ensayo). Todas las incubaciones por
triplicado. A las 72 h se examinan y verifica ausencia de
anomalias. Las larvas se homogeneizan y en los sobrena-
dantes se cuantifica actividad acetilnolinesterasa y con-
centracion proteinas.

Resultados: La cantidad de proteina y apreciacion
morfoldgica es analoga en todos los ensayos, indicando
mismo desarrollo. La acetilcolinesterasa en las larvas de
pez, con el extracto polifendlico es del 162,2% (SD 44,2)
respecto a controles (100% de actividad) (p < 0,01). Las
larvas de pez tratadas con acido kainico y extracto polife-
nolico presentan el 140,1% (SD 22,0) de actividad, res-
pecto a las incubadas dinicamente con la neurotoxina
(100%) (p < 0,05).

Conclusion: Los polifenoles extraidos de los huesos de
aceituna producen incremento de actividad colinérgica
durante el neurodesarrollo larvario en el pez cebra y pro-
teccion frente a la neurotoxina acido kainico.
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EFFECT ON ZEBRAFISH NEURODEVELOPMENT
AND NEUROPROTECTION OF A POLYPHENOLIC
EXTRACT OLIVE SEEDS

Abstract

Objective: To determine the effect of a polyphenolic
extract from olive pit on the development of the nervous
system as well as its effect on pain induced by the neuro-
toxin kainic acid, taking the zebrafish as the animal
model.

Material and methods: We analyse the effect of the
extract at the maximum tolerated dose (100 mg/ml of
polyphenols) on the cholinergic activity in zebrafish
larvae (72 hours post-fertilization). Only fecundated eggs
with no abnormalities are used. 6 eggs/bowl are incubated
in a 24 bowls microplate in 2 ml of water with DMSO
(0.1%) at 26 + 1° C: a) neurodevelopment: water (control)
and 100 mg/ml of extract, as an essay; b) neuroprotection:
water and kainic acid (100 uM) (control) and 100 mg/ml of
extract (essay). All incubations are in triplicate. After 72 h,
incubations are examined and checked for any abnorma-
lities. Larvae are homogenized and acetyl cholinesterase
activity and protein concentration in supernatants is
quantified.

Results: The quantity of protein and the morphologic
appreciation is similar in all the essays, showing a stan-
dard development. Acetyl cholinesterase in fish larvae,
with the polyphenolic extract is 162.2% (SD 44.2)
compared to controls (100% of activity) (p < 0.01). Fish
larvae treated with kainic acid and polyphenolic acid
show 140.1% (SD 22.0) of activity, compared to those only
incubated with the neurotoxin (100%) (p < 0.05).

Conclusion: Polyphenols extracted from olive pit
produce an increase in the cholinergic activity during the
larvae neurodevelopment in the zebrafish as well as
protection against the neurotoxin kainic acid.
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Introduccion

Hace tiempo que se conoce que la ingesta de deter-
minados nutrientes puede influir sobre determinadas
funciones cerebrales, de forma decisiva durante el
desarrollo perinatal, pero también en otras etapas de la
vida, como en la etapa adulta y la tercera edad. De
hecho, recientemente se ha demostrado la existencia de
una programacion fetal o neonatal de la salud en la
etapa adulta, lo que implica que nunca se deben consi-
derar las distintas etapas fisiologicas de forma aislada,
sino relacionadas. Entre estos nutrientes estan los 4ci-
dos grasos poliinsaturados n-3 (DHA) y compuestos
antioxidantes naturales como los polifenoles, siendo
importantes para la formacién y desarrollo de las neu-
ronas y otras células del SNC, pero también son claves
en los adultos para la prevencién de enfermedades neu-
rodegenerativas. Diversos estudios realizados in vitro,
en modelos animales y en humanos han demostrado
que la suplementacion con estos nutrientes se asocia a
una mejora de la funcién cognitiva, que se refleja en
una mejora del proceso de aprendizaje o la memoria en
nifios 0 a una prevencion del declive en personas de la
tercera edad.

Estos conocimientos han despertado un creciente
interés por nuevos alimentos ricos en sustancias con
capacidad neuroprotectora, que puedan contribuir a
prevenir la incidencia de factores degenerativos desde
la infancia y mitigar el impacto de enfermedades de
caracter neurodegenerativo, que presentan un creciente
indice de prevalencia en la edad madura.

Diversos mecanismos de accidn se han propuesto
para explicar la capacidad neuroprotectora de estas
sustancias, entre ellos la accioén antiinflamatoria, la
modulacién de vias de sefalizacidén intracelular, la
modulacién de la expresion de proteinas, la inhibicién
de las vias apoptdticas o la accién antioxidante'.

Los antioxidantes pueden anular los efectos perjudi-
ciales de los radicales libres en las células?, asi una dieta
abundante en frutas y vegetales ricos en polifenoles y
antocianinas proporciona un riesgo mas bajo de contraer
cancer, enfermedades cardiacas y algunas enfermedades
neuroldgicas®. Sugiriéndose que los compuestos presen-
tes en estos alimentos pueden prevenir la neurodegene-
racion causada por el estrés oxidativo®.

Los estudios realizados sobre el desarrollo del SNC
del pez cebra’ indican que a las 24 horas ya se aprecia la
segmentacion del cerebro y se han formado estructuras
como el tubo neural, la notocorda y los somitos (pre-
cursores de musculo y esqueleto). A los cinco dias de
desarrollo se han formado 6rganos sensoriales como
los ojos y los ofdos. Asimismo, ha aparecido el cora-
z0n, el higado, los rifiones y el pancreas, ademads de que
los sistemas circulatorio, digestivo y nervioso son per-
fectamente funcionales. En este momento el pez es
capaz de responder a estimulos visuales, olfativos y
mecdnicos y comienza a nadar buscando alimento.

El objetivo es determinar el efecto de la suplementa-
cién de un extracto polifendlico de hueso de oliva en

fenémenos de neuroproteccion frente a dafio inducido
mediante la neurotoxina 4cido kainico (KA) y su
influencia en el desarrollo del sistema nervioso central
(SNC), utilizando como modelo animal el pez cebra.

Material y métodos

Se ha utilizado como modelo experimental la larva
de pez cebra (Danio rerio), analizando el efecto de la
suplementacién del extracto a la mdxima dosis tolerada
(MTD)de 100 mg/ml de polifenoles en larvas de 72
horas post-fertilizacion (hpf)°. El efecto sobre el neuro-
desarrollo se realiza mediante el cultivo de los huevos
en presencia del extracto. El efecto neuroprotector del
extracto se determina frente a una pérdida controlada
de neuronas colinérgicas. Como marcador del estado
general del sistema nerviosos central, en ambos casos,
se utiliza la actividad colinérgica.

Para la realizacion de los ensayos fueron utilizados
unicamente aquellos huevos fecundados que no pre-
sentaron ningtn tipo de anomalia externa (asimetrias,
vesiculas,..) o cuya membrana estaba dafiada. Se trans-
firieron 6 huevos/pocillo a una microplaca de 24 poci-
llos en un volumen de 2 ml con los siguientes trata-
mientos:

Neurodesarrollo: Para analizar el posible efecto
sobre el neurodesarrollo se incubaron los huevos en
agua con DMSO (0,1%)(Sigma-Aldrich) y en este
mismo medio adicionado con 100 mg/ml del extracto
de polifenoles, a 26 + 1° C durante 72 h.

Neuroproteccion: Se utilizé el dcido kainico como
neurotoxina inductora de dafio neuronal. Se incubaron
los huevos en agua con DMSO (0,1%) y 4cido kainico
(100 uM) y el mismo medio con KA y 100 mg/ml del
extracto, a 26 = 1° C durante 72 h. Transcurrido este
tiempo, se examinaron las larvas determinando que el
estado general de las mismas era correcto, sin ningtin
tipo de anomalias externas visibles. Todas las incuba-
ciones se realizaron por triplicado.

Una vez finalizada la incubacién y su control se
cuantifico la actividad de acetilcolinesterasa (AchE)
mediante el método Ellman modificado’. Se homoge-
neizaron mecdnicamente las larvas, se centrifugo a
12.000 rpm durante 10 minutos y se midieron los nive-
les de AChE en cada muestra. El método estd basado en
la hidrélisis enzimdtica del sustrato acetiltiocolina
ATCh, y la tiocolina liberada reacciona con el acido
5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DNTB), dando lugar al
acido 5-tio-2-nitrobenzoico, compuesto de color ama-
rillo con maximo de absorbancia entre 405 y 420 nm.
de onda. La reaccion se llevo a cabo afiadiendo a cada
pocillo de la microplaca 280 1de DTNB en buffer PBS
0.1M (pH 7,8), 10 ul del extracto enzimatico (homoge-
neizado), inicidndose la reaccién al agregar 10 ul de clo-
ruro de acetiltiocolina. Inmediatamente, en un lector de
microplacas se hicieron las lecturas de absorbancia. Se
realizaron tres replicados y como blancos se utilizaron
3 pocillos por microplaca sustituyendo el homogenei-
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Fig. 1.—Niveles de acetilcolinesterasa (media = SD) en las lar-
vas de pez cebra incubadas con 100 mg/ml de extracto polifend-
lico de huesos de oliva, frente al control sin extracto, considera-
do como el 100% de actividad.

zado por buffer. Se realizé la recta de calibrado con 7
patrones entre 0-400 mU/ml de AChE, rindiendo una
recta de 1= 0,9735 y de ecuacién: AChe (mU/ml) =
116 x Abs,, .

Adicionalmente, se llevd a cabo la determinacién de
proteina total de cada grupo experimental con BCA®,
para normalizar el efecto de los niveles de AchE con
los niveles de proteina. El método de BCA emplea el
acido bicinconinico capaz de formar un complejo pur-
pura intenso con los iones Cu* en medio alcalino que
tiene lectura de absorbancia a 562 nm. Se afiaden 100
ul de BCA a 10 pl de muestra, se incuban 10 minutos a
60° C y se lee la absorbancia a 562nm. Se realiz6 la
recta de calibrado con 10 patrones entre 0-1600 ug/ml,
dando una recta de r*= 0,9942 y de ecuacion: proteina
(ug/ml) =749 x Abs

562nm"*

Resultados

La cantidad de proteina es aniloga en todos los
homogeneizados de las larvas de pez, siendo una buena
medida del tamafo de las mismas y no constatindose
diferencias ni efectos en los distintos medios de cul-
tivo, al igual que la apreciacidn visual, sin alteraciones
morfoldgicas visibles ni por accién del extracto de hue-
sos de oliva, ni por el 4cido kainico.

a) Neurodesarrollo: Los niveles de acetilcolineste-
rasa en las larvas de pez cebra a las 72 hpf, en el medio
de incubacién con extracto de huesos de oliva ha sido
del 162,2% (SD 44,2) frente a los controles tinicamente
con el agua con DMSO considerados el 100% de acti-
vidad, diferencia que es significativa segin el test de
Dunnett (p < 0,01). Esta diferencia se ilustra en la
figura 1.

b) Neuroproteccion: La actividad de acetilcolineste-
rasa en las larvas de pez cebra a las 72 hpf tratadas
durante ese periodo con 4cido kainico en presencia del
extracto de polifenoles es de 140,1% (SD 22,0) frente a
la actividad de las que han sido incubadas tinicamente
con la neurotéxina que ha sido considerada el 100%,
con una diferencia que es significativa segun el test de
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Fig. 2.—Niveles de acetilcolinesterasa (media y SD) en las lar-
vas de pez cebra incubadas con 100 mg/ml del extracto y KA
(100 uM), frente al grupo tratado tinicamente con dcido kainico,
considerado como el 100% de actividad enzimdtica.

Dunnet (p < 0,05). Esta diferencia estd ilustrada en la
figura 2.

Discusion

El sindrome excitotoxico se ha descrito como una
importante causa de dafio y muerte neuronal en enfer-
medades neuropatoldgicas como la hipoxia, isquemia,
epilepsia y la enfermedad de Alzheimer. Este fend-
meno ha sido inducido en experimentos con roedores
mediante la inyeccion de agonistas de glutamato como
es el caso del acido kainico (KA), el cual causa status
epilepticus junto con neurodegeneracion posterior en
la corteza y el hipocampo®!*!'.

El modelo de pez cebra se ha utilizado en ensayos de
excitotoxicidad’®, observandose el mismo fenémeno
que el descrito en el modelo murinico. A este respecto,
el pez cebra (Danio rerio) se ha convertido en una
buena herramienta para estudios neuroconductuales,
ya que muestra neuropatolégias y fenotipos conductua-
les que son cuantificables'>"*y propuesto como modelo
experimental vdlido para estudio de la enfermedad de
Alzheimer'. El pez cebra ofrece un compromiso razo-
nable entre complejidad fisiolégica y el rendimiento
al tener un genoma caracterizado completamente, y
mostrar homologia fisiolégica significativa a los
mamiferos’, mas estrechamente relacionado con los
humanos que otros modelos como levaduras, gusanos
0 moscas, y el diseflo y la conectividad en el centro de
su sistema nervioso central (SNC) se correlaciona con
la humana'®. Su dualidad larva-adulto y disponibili-
dad de ambas formas es beneficiosa y permite la
investigacién de un espectro mas amplio de fenéme-
nos neurodegenerativos relacionados en la ontogéne-
sis. Los embriones son transparentes y desarrollados
externamente, hechos que permiten la observacién
directa de la embriogénesis y el desarrollo del sistema
nervioso central. Los embriones son también fécil-
mente susceptibles a métodos para manipular los
genes y la actividad de la proteina tales como la inyec-
cién de oligonucleétidos'’’, ARNm o cADN (transge-
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nes), y para el cribado de bibliotecas de drogas estan
dispuestos en placas de microtitulacién'®. El desarrollo
temprano del pez cebra permite analizar procesos y
anormalidades del sistema nervioso central, con una
ventaja significativa en el andlisis de las funciones
cerebrales complejas caracteristicas de los vertebra-
dos', con comportamientos de orden superior, inclu-
yendo la memoria, respuestas condicionadas y com-
portamientos sociales como el aprender conductas®
que lo hacen un modelo ideal para el estudio de trastor-
nos del SNC?' y modelo para el estudio de efectos de
agentes bioactivos, como el caso del presente estudio.

En el presente estudio se ha utilizado el 4cido kai-
nico como neurotoxina inductora de dafio neuronal en
larvas de pez cebra, con el objetivo de estudiar las pro-
piedades neuroprotectoras del extracto a estudio
mediante la determinacién de los niveles de acetilcoli-
nesterasa (AChE) como marcador del estado general
del sistema nervioso central. Para ello se ha analizado
el efecto de la suplementacidn del extracto de polifeno-
les de huesos de oliva frente al dafio neurotéxico en lar-
vas de 72 horas post-fertilizacién (hpf) utilizando la
maxima dosis tolerada del extracto®. El efecto neuro-
protector se determind frente a la pérdida controlada de
neuronas colinérgicas, utilizado como marcador del
estado general del sistema nervioso central. Los datos
obtenidos muestran que el extracto increment6 los
niveles de Acetilcolinesterasa de las larvas de pez
cebra comparados con la actividad colinérgica en pre-
sencia de la neurotoxina, indicando un efecto protector
de aproximadamente el 40%. Del mismo modo se
constata un efecto beneficioso en el desarrollo del SNC
del animal, al inducir un aumento en los niveles de la
enzima, alcanzando un incremento del 62,2% respecto
alos niveles observados en los controles.

Los polifenoles contenidos en los extractos proce-
dentes del olivo presentan propiedades antioxidantes
que hacen que sean candidatos para la investigacion de
enfermedades neurodegenerativas y reguladoras de la
obesidad®. Ademas tienen otras actividades biol6gicas
que le confieren importancia dentro de la “Dieta medi-
terranea””. Se ha demostrado, ademas de otros efectos
beneficiosos, el poder protector de la ingesta de flavo-
noides, compuestas fendlicos contenidos en vinos,
vegetales y frutas frente a la demencia®.

Recientes estudios sugieren que los extractos del
olivo inhiben la inflamacion y reducen el estrés oxida-
tivo, observado en ratas con una isquemia cerebral pro-
vocada®. Su administracion oral reduce el volumen de
infarto, edema cerebral, la permeabilidad de la barrera
sangre-cerebro, y mejora las puntuaciones de déficit
neuroldgico después de la oclusién transitoria de la
arteria cerebral media en ratas.

En otros estudios, se evalué el posible efecto neuro-
protector de extracto de hoja de olivo seco en la isque-
mia cerebral global transitoria en gerbos de Mongolia®,
valorando diferentes parametros de estrés oxidativo y
dafio neuronal en el hipocampo y comparando con los
efectos de la quercetina, un flavonoide conocido como

neuroprotector. El pretratamiento con extracto (100
mg/kg de peso del animal) inhibi6 significativamente
la produccién de superdxido y de 6xido nitrico, dismi-
nuy6 la peroxidacién lipidica y aumento de actividad
de la super6xido dismutasa, en todos los tiempos exa-
minados. Ademads, ofrecié mejoria histolégica, obser-
vada por la disminucién de dafio neuronal en la regién
CA1 del hipocampo. Los efectos del extracto fueron
significativamente mayores que los efectos de la quer-
cetina (100 mg/kg peso del gerbo), indicando que
ejerce una potente actividad neuroprotectora contra el
dafio neuronal en el hipocampo después de isquemia
cerebral global transitoria, que puede atribuirse a sus
propiedades antioxidantes.

Con este mismo extracto de polifenoles, se ha mos-
trado actividad antiinflamatoria en cultivo de monoci-
tos humanos?.

La mayoria de los estudios sobre los efectos de los
polifenoles procedentes de extractos del olivo apuntan
que su accidn beneficiosa se debe a su capacidad antio-
xidante, causada por la capacidad de eliminar las espe-
cies reactivas de oxigeno y de nitrégeno implicadas en
las enfermedades humanas'.

Se concluye que los polifenoles extraidos de los huesos
de aceituna producen un incremento de la actividad coli-
nérgica durante el neurodesarrollo larvario en el pez
cebra. asi como una proteccion frente a la neurotoxina
acido kainico.
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