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ABREVIATURAS

-ATP: adenosina-5’-difosfato.

-BSA: albtimina sérica bovina

-CTE: cadena de transporte de electrones.
-DMAE: degeneracién macular asociada a la edad.
-DMEM: medio de Dulbeco modificado por Eagle.
-e: electron.

-EPRbD: epitelio pigmentario de retina bovina.
-ERN: especies reactivas del nitrégeno.
-ERO: especies reactivas del oxigeno.

-GSH: glutation.

-GSSG: glutation oxidado.

-H20:: peréxido de hidrégeno.

-LDH: lactato deshidrogenasa.

-MDA: malondialdehido.

-NAC: n-acetil-cisteina.

-NAD: nicotinamida adenina dinucleétido.
-NADPH oxidasa: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa.
-NMDA: N-metil-D-aspartato.

-NO: 6xido nitrico.

-NOS: éxido nitrico sintetasa.

-NS: no supervivientes.

-PBS: tampén fosfato salino de Dulbeco.
-PFA: paraformaldehido.

-PN: peroxinitrito.

-RL: ratones lentos

-RR: ratones rapidos.

-S: supervivientes.

-SFB: suero fetal bovino.

-TP: acido tiazolidin carboxilico o tioprolina.
-VC: vitamina C.

-VE: vitamina E
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Introduccion

1. Radicales libres de oxigeno y nitrégeno. Estrés oxidativo

1.1. Principales hitos en el desarrollo de estos conceptos

Actualmente, el estudio de los radicales libres de oxigeno y asociado el
estrés oxidativo es uno de los temas biomédicos de mayor interés tedrico y
practico. Esto se debe a su relacion con la fisiopatologia de muchas
enfermedades crénicas degenerativas y sobre todo con el proceso del
envejecimiento, que debido al aumento de la longevidad (y de las
enfermedades ligadas a la edad) es el problema sanitario mas importante de
los paises industrializados.

Segun la revision de Miquel (1998), “Es sorprendente que los radicales
libres derivados del oxigeno, que son la base de la vida aerobia, puedan llevar
también a procesos degenerativos como el cancer y el envejecimiento”. La
explicacion de esta paradoja se encuentra en el hecho de que el oxigeno puede
causar una gran variedad de efectos toxicos que son especialmente marcados
en el sistema nervioso.

Por otra parte, la investigacién sobre la toxicidad del oxigeno también
estuvo ligada al uso clinico de este gas en camaras de terapia hiperbarica y al
descubrimiento de que concentraciones altas de oxigeno aumentan la
sensibilidad de las células a la radiacion ionizante (Gray y Scott, 1964),
abriendo asi el camino a numerosos estudios sobre el denominado “efecto del
oxigeno”.

Estos estudios confirmaron hipétesis anteriores sobre la importancia de
la activacién del oxigeno, es decir apoyaron el concepto de que tanto los
efectos beneficiosos como los efectos nocivos de este gas se deben a la
formacién de radicales libres de oxigeno a través de un cambio en su
configuracion electréonica que lleva a la formacion de radicales libres (Mulliken,
1929). Y estos mecanismos se terminaron de aclarar gracias a la hipétesis de
Michelis (1949) que la molécula de oxigeno se reduce gradualmente, es decir
gana electrones de uno en uno, por lo cual se forman fragmentos moleculares
con un electréon no apareado y con una muy alta reactividad, que dan lugar a

reacciones no programadas.
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Introduccion

Esta particularidad de la quimica del oxigeno tiene gran importancia
biomédica, como resume Gutteridge (1986): “La ventaja de este proceso para la
vida aerobia es una considerable desaceleracion de las reacciones del oxigeno
con compuestos no-radicales. El inconveniente es que la reducciéon del O, de
electron en electréon produce especies de oxigeno reactivas (ERO)”.

Uno de los efectos patolégicos de estas ERO que rapidamente despert6
interés fue la peroxidacion de lipidos, que ocurre en el tejido adiposo de
animales deficientes en la vitamina antioxidante E (Dam y Granados, 1945),
conjuntamente se observé una acumulacién de peréxidos en el tejido adiposo
alrededor de las aortas ateromatosas (Glavind et al., 1952). Por otra parte, la
observacion de peréxidos de lipidos que se forman en la piel expuesta a los
rayos X o luz ultravioleta llevé a Dubouloz y Dumas (1954, 1955) a proponer
que dichos peréxidos estan ligados a un proceso de inflamacioén tisular.

Otro dato fundamental para el desarrollo de la biomedicina de las ERO
es que las proteinas que transportan hierro (hemoglobina y otros pigmentos
hematicos), asi como las mitocondrias, tienen un papel clave en el estrés
oxidativo que lleva a la formacién de lipoperéxidos (Tappel et al., 1961;Tappel,
1965). Segan comentaremos mas detalladamente en otras secciones de esta
memoria de Tesis, las mitocondrias no sélo producen ERO sino que estan muy
expuestas al resultante estrés oxidativo, pues aproximadamente el 90% del
oxigeno que usan los mamiferos se procesa en la cadena respiratoria de la
membrana mitocondrial interna.

A la vez que se investigaban los efectos biologicos y patolégicos de las
ERO se fue avanzando en la comprensién de los mecanismos de proteccion
contra el estrés oxidativo basados en la accién de los principales compuestos
de accién antioxidante o barredora de radicales libres, como la vitamina E
(Evans y Bishop,1922), la vitamina C (Szent-Giorgyi, 1928) y el glutation (Vifia,
1990). Asi también tuvieron una importancia fundamental el descubrimiento
de los peroxisomas; organulos que contienen catalasa y detoxifican peréxidos
(De Duve, 1969) junto con la identificacién por McCord y Fridovich (1969) de
las superdxido dismutasas, enzimas que eliminan el radical superéxido

impidiendo asi su accién patolégica.
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Introduccion

En base a una extensa revision sobre estos temas, concluia Pryor
(1982): “No hace mucho tiempo la biologia de los radicales libres era un tema
extrafo, considerado con desinterés e incredulidad por la mayor parte de los
bidlogos.”

Afortunadamente ésta no es la situacion actual, pues la biologia de las
ERO y la patologia del estrés oxidativo, y su posible prevencion, despiertan un
intenso y creciente interés, sobre todo en lo que respecta a las causas del
proceso de envejecimiento. Asi, segin el reciente comentario de Vijg y Muller
(2000): “La teoria gerontolégica propuesta por Denham Harman en 1956 atn
ofrece la explicacién mas atractiva de un mecanismo general responsable del
envejecimiento. La diferencia es que, mientras en 1969 sélo habia cien
trabajos publicados sobre radicales libres, envejecimiento y enfermedad, la
cantidad aument6é a 2000 en 1990 y ahora sera mucho mayor. El creciente
numero de publicaciones se acompana de un impresionante aumento en la
variedad de los enfoques metodolégicos. Mientras que al principio la
investigacion en este campo se limitaba a los estudios descriptivos, ahora

incluye métodos tan avanzados como el uso de animales transgénicos”.

1.2. Definicion y clasificaciéon de los radicales libres

Se define como radical libre a aquella especie quimica (atomo o
molécula) capaz de existir independientemente, y que contiene uno o mas
electrones desapareados. Los radicales libres son especies dotadas de elevada
capacidad de reaccién, y por tanto, capaces de intervenir en numerosas
reacciones quimicas, alterando el funcionamiento de sistemas tanto biolégicos
como no biolégicos (Pryor, 1976).

Los radicales libres pueden ser de distintos tipos, segiin los atomos
integrantes, pero debemos destacar por su importancia en los sistemas
biologicos a los radicales libres derivados del oxigeno y relacionadas especies
reactivas del oxigeno (ERO), asi como a los radicales libres derivados del
nitrégeno y relacionadas especies reactivas del nitrégeno (ERN) (Saran y Bors,
1990; Halliwell, 1992; 1997).
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Introduccion

1.3. Mecanismos de formacion de los radicales libres

Un compuesto puede convertirse en radical libre captando o perdiendo
un electrén (e- ). Asi mismo, también pueden formarse radicales libres cuando
un enlace covalente se rompe, y cada electron de la pareja compartida
permanece en un atomo (fision homolitica). Por otra parte, en la fisién
heterolitica uno de los atomos recibe los e-, quedando cargado negativamente,
mientras que el otro adquiere una carga positiva, generando iones y no
radicales. Como consecuencia de poseer electrones desapareados, estas
especies quimicas son muy reactivas, poseen una vida media corta y se
encuentran en muy baja concentracion en el estado estacionario (Armstrong et
al., 1984, Pryor, 1986, Webster y Nunn., 1988, Cadenas, 1989).

En los sistemas biologicos la fisién heterolitica es la mas comun, debido
a que la ruptura homolitica requiere una energia elevada (temperatura,
radiacion ultra-violeta o radiacién ionizante), asi generalmente se produce la
donacion de e- de una molécula a otra como en reacciones redox, reacciones
no enzimaticas de transferencia de e, reacciones catalizadas por metales o
procesos catalizados por enzimas (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Los radicales libres pueden tener un origen enddgeno o exégeno al
medio biologico, y ademas su formacién puede estar ligada a mecanismos
fisicos (como radiacién ultravioleta e ionizante) o bien a mecanismos biolégicos
como la produccion celular de radicales libres que puede ocurrir por
reacciones enzimaticas o no enzimaticas (Pryor y Stone, 1993). A continuacién
describimos algunas de estas reacciones:

Reacciones de oxido-reduccion. Como 1la transformacién de

hidroquinona a semiquinona, en la que interviene el O, que se transforma en
superéxido (O2") (Weiss et al., 1987).

Reacciones de autooxidacién de pequefias moléculas del citoplasma

celular como catecolaminas, flavinas, quinonas y tioles, que producen oxi-
radicales debido a una reduccién concomitante del oxigeno (Fisher y Kaufman,

1973; Baccanari, 1978; Fridovich, 1983; Proctor y Reynolds, 1984).
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Reacciones de la cadena de transporte de electrones (CTE). Como ya

hemos comentado, una de las mayores fuentes productoras de radicales libres
es la mitocondria, debido a que mas del 95% del O, es utilizado por ella para
realizar la fosforilacion oxidativa, que se encuentra acoplada a la cadena de
transporte de electrones (CTE). La CTE es una via unica ya que en ella los
atomos de hidrégeno (H) son escindidos en protones (H*) y e. Los e pasan a
través de una serie de transportadores de e- de la membrana mitocondrial
interna, y en algunos de estos pasos a lo largo de la cadena los protones y los
e se recombinan entre ellos. Existe una tendencia a que estos e- reaccionen
directamente con el O, formando asi el radical O;" en vez de pasar al siguiente
transportador. De ahi que la liberacion de O," represente la mayor fuente de
produccion de radicales libres en condiciones fisiologicas (Harman, 1972; Nohl
y Hegner, 1978; Chance et al., 1979).

Ademas de la produccién de O.” por la CTE en la membrana
mitocondrial interna, también se forma peréxido de hidrégeno (H202) en la
membrana mitocondrial externa a causa de la desaminacién oxidativa de las
catecolaminas por el enzima monoamino oxidasa (Fnan y Cohen., 1992).

Otra fuente importante de produccién del radical O;" es el denominado
“estallido respiratorio”, que tiene lugar en las células fagociticas cuando éstas
son activadas por cualquier estimulo. Este proceso es llevado a cabo por
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), que se
encuentra en la superficie externa de la membrana plasmatica. El proceso es
€l siguiente: los leucocitos polimorfonucleares y macréfagos son activados
debido al contacto con una sustancia extrana, con lo que aumentan su
consumo de oxigeno y lo transforman en radical O,", que es convertido en
H202 y éste a su vez en radical OH’, radical al que es expuesta la particula

fagocitada (McCord, 1974; Blake et al., 1987) (Figura 1).
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NADPH NADP+

N

02 > > H202 >OH*
NADPH (_\
Oxidasa Cr, I
HCIO
HIO

Figura 1. Produccion de radicales libres durante el estallido respiratorio
(Martinez-Cayuela, 1995)

Sintesis de prostaglandinas. Tiene lugar a partir del metabolismo del

acido araquidoénico por mediacién de las ciclooxigenasas (Porter, 1980). La
sintesis de prostaglandinas ocurre en tres pasos: liberacién del acido
araquidonico de sus precursores los fosfolipidos de la membrana, oxigenaciéon
del acido araquidénico libre por prostaglandina endoperéxido G/H sintetasa
(PGG/H sintetasa) y metabolismo de endoperéxidos intermedios (sintesis de
prostanoides)(Smith, 1986).

Xenobidticos. La formacién de radicales libres esta implicada en la
toxicidad de un amplio rango de xenobiéticos, pues muchos compuestos
quimicos requieren, para ejercer su accion toxica una activacién metabdlica a
intermediarios reactivos que pueden ser dichos radicales libres (Mason, 1982;
Proctor y Reynolds, 1984; Halliwell y Gutteridge, 1989). La formacion de estos
radicales libres intermediarios estd catalizada por la NADPH-citocromo P450
reductasa, una flavoproteina que utiliza NADPH como dador electrénico
(Kappus y Sies, 1981; Trush et al., 1982). En estos casos, se establece un ciclo
redox en €l que hay un gran consumo de NADPH y oxigeno y generacién de
radicales superdxido y otras especies reactivas del oxigeno (Figura 2). Este
ciclo redox conduce a una situacion de estrés oxidativo y, en casos extremos, a

la muerte celular (Sies, 1985).
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NADPH Xenobio6tico 02"
Ciclo
REDOX
Radical
NADP+ Xenobibtico O2

Figura 2. Ciclo redox de xenobidticos (Martinez-Cayuela, 1998)

1.4. Oxigeno y radicales libres del oxigeno

En los organismos vivos, el O, es el principal responsable de la
formacion de radicales libres (Tabla 1). La molécula de oxigeno puede ser
calificada de birradical puesto que tiene dos electrones desapareados, cada
uno de ellos localizado en un orbital antienlazante T*. Sin embargo, la
reactividad de esta molécula es méas baja de la que cabria esperar debido a que
los espines de estos dos electrones presentan direcciones paralelas
(Malmstrém, 1982; Webster y Nunn, 1988; Cadenas, 1989; Jamieson, 1989).
Segun el principio de exclusién de Pauli, los electrones de un orbital atémico o
molecular nunca tienen direcciones paralelas. Por lo tanto, para que el oxigeno
molecular aumente su reactividad tiene que invertirse el espin de uno de los
electrones de sus orbitales externos, o bien, sufrir una reduccién secuencial y

univalente produciendo radicales libres de oxigeno.

Nombre simbolo naturaleza
oxigeno singlete 10, no radical
0zono Oz no radical
oxido nitrico NO radical
diéxido de nitrégeno  NO» radical
peréxido de hidréogeno H.0; no radical
hidroxilo OH’ radical
superdéxido 05" radical
hidroperéxido HOO® radical
alcoxilo RO* radical
peroxilo ROO® radical
acicloxilo R-COO* radical
acilperoxilo R-CO-COO* radical
ariloxilo ArO* radical
arilperoxilo ArOO’ radical
acido hipocloroso HCIO no radical

Tabla 1. Radicales libres del oxigeno mas importantes.
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El oxigeno se puede reducir por dos vias para transformarse tras varios
pasos, en una molécula de agua (H20). La via tetravalente es el principal
mecanismo de reduccién del O (Naqui et al., 1986), y por la via univalente
(Figura 3) se produce una pequefia pero continua reduccién del oxigeno, que
es llevada a cabo en la cadena respiratoria mitocondrial mediante la NADH

oxidasa y la ubiquinona (Halliwell et al., 1992).

Oxigeno %02 —> 10 Oxigeno singlete
l e_
Radical Superéxido -
02
l e‘
oH* H,0, Peréxido de hidrégeno

Ién peréxido 0,27 ——>

0,8~ —> H,0 feua

I6n oxeno ON ——> OH’ Radical hidroxilo
l e_
2 +
Ién o6xido 02 —_—> H20 Agua

Figura 3. Via univalente de reduccion del oxigeno (Martinez-Cayuela, 1995).

1.5. Propiedades de los radicales libres del oxigeno

Oxigeno singlete (!Oz). Es el estado excitado inferior del oxigeno

molecular que se puede generar en reacciones enzimaticas y fotélisis del
oxigeno a altas presiones, a partir de peréxido de hidrégeno (Cadenas, 1989).
Este oxigeno singlete puede interaccionar con otras moléculas, bien
combinandose quimicamente con ellas o transfiriendo su energia, y volviendo
a su estado basal. La formacion de este radical en los sistemas biolégicos,
puede estar mediada por diferentes reacciones enzimaticas o por

quimioexcitacién durante la peroxidacion lipidica (Cadet et al., 1994).
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Radical superéxido (O,7). En las reacciones de este radical predominan

los procesos de transferencia electronica, como su participacién en la
reduccion del ién férrico (Fe3*) a ferroso (Fe2?+), que es convertido a peréxido de
hidrégeno por el enzima superéxido dismutasa (SOD). Por otro lado, carece de
la reactividad suficiente para atacar a macromoléculas aunque existen
numerosos blancos biolégicos sensibles al O,"” (McCord y Fridovich, 1969).

El O," se origina en muchas reacciones enzimaticas pero su principal
fuente de produccién son las mitocondrias, transformandose en dicho radical
el 1% del O; consumido por las mismas (Richter, 1988).

Radical hidroxilo (OH’). Es el radical mas reactivo en los sistemas

biologicos. Se origina en procesos de radidlisis, fotélisis del agua y del peréxido
de hidrogeno. En los seres vivos, una de las principales fuentes de radical
hidroxilo es la reaccién de “Fenton” (reaccién 1):

(1) Fe2* + HoO2 - Fe3* + OH™ + OH®

(2) O + Fe3* &> Oj + Fe2*

(3) H202 + Fe2* > OH® + OH™ + Fe3+

(4) O2" +H202 > O, + OH' + OH

La reaccion de Fenton tiene lugar en condiciones fisiolégicas,
dependiendo de la presencia de superdxido o de otros agentes capaces de
reducir al hierro. La reaccién se produce de la siguiente manera: en la primera
etapa (reaccion 2) el superdxido reacciona con trazas de metal, como por
ejemplo Fe3* o Cu2* presente en las células, originando las especies reactivas
de dichos iones asi como peréxido de hidrégeno. A continuacién, la molécula
de perdxido de hidrégeno es reducida por dichos cationes produciendo el
radical hidroxilo (reaccién 3). Esta ultima especie, al ser deficiente en e-, se
convierte en un poderoso oxidante y por tanto iniciador de reacciones en
cadena mediadas por radicales libres (Halliwell y Gutteridge, 1984).

El OH’ es considerado uno de los radicales mas dafiinos para la célula,
ya que difunde rapidamente del lugar donde se formé a las células de
alrededor, se une a moléculas insaturadas, interviene en procesos de
transferencia de e, y se encuentra implicado en procesos biolégicos de gran

importancia como la fagocitosis (Zigler et al., 1985).
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Peroxido de Hidrégeno (H,O2). No es un verdadero radical libre, ya que

posee dos e- apareados, pero el enlace entre los dtomos del oxigeno es simple
por lo que resulta bastante inestable y facil de romper. Esta molécula se
descompone espontanea y rapidamente bajo la accién de la luz visible. El
radical superéxido actiia como precursor cuando es dismutado por el enzima
superoéxido dismutasa que cataliza la siguiente reaccion:
02" + 02 °+ 2 H* - Hy02 +O2

El H2O2 entra a formar parte de la reaccién de Fenton, y es utilizado
como agente bactericida por los peroxisomas, en reacciones de fagocitosis
(Boveris et al., 1972).

1.6. Nitrogeno y radicales libres del nitrégeno

El nitrégeno constituye aproximadamente el 78,03% del volumen del
aire. Al igual que ocurre con el oxigeno, desempefia un importante papel en los
sistemas biolégicos al formar parte de casi todas la biomoléculas.

Las intensas investigaciones sobre el o6xido nitrico y relacionados
radicales libres han llevado a crear los nuevos términos de especies reactivas
de nitrégeno” (ERN) y “radicales libres del nitrégeno” (Tabla 2) (Moncada et al.,
1991; Rubbo et al., 1996; McAndrew et al., 1997).

Nombre simbolo naturaleza
6xido nitrico NO* radical
diéxido de nitrégeno NO,* radical
acido nitroso HNO, no radical
triéxido de dinitrégeno N20, no radical
tetraéxido de dinitrégeno N2Os4 ' no radical
peroxinitrito ONOO~ radical
alquil-peroxinitritos LOONO no radical

Tabla 2. Radicales libres del Nitrégeno mas importantes
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1.7. Propiedades de los radicales libres de nitrégeno

Oxido nitrico (NO). Es considerado como uno de los radicales mas

importantes del Np; se forma mediante la transformacién de L-arginina en
L-citrulina por el enzima oxido nitrico sintetasa (NOS), de la que se conocen
dos isoformas funcionales: la constitutiva y la inducible (Palmer et al., 1988).

El NO es un pequefia molécula lipofilica que difunde a las células
adyacentes, penetra en el citosol y desempefia un importante papel en la
sefializacion celular y en la induccién de diferentes procesos patolégicos
(Moncada et al., 1991). Segun las condiciones que rodean la produccién de
NO, éste puede ser transformado en otras especies reactivas intermedias del
N> como son el catién nitroso (NO*), el anién nitroxilo (NO-) o el peroxinitrito
(ONOO) (Stamler et al., 1992).

La citotoxicidad del NO se atribuye a la inhibicién de la respiracién
mitocondrial por unién al complejo IV mitocondrial (Bolafios et al., 1994) y al
complejo I provocando asi la inhibicién de la fosforilacién oxidativa y un
descenso en la sintesis del ATP (Clementi et al., 1998). Otro proceso citotéxico
es el efecto inhibidor que ejerce sobre el enzima glutation peroxidasa (Asahi et
al., 1995).

Anién nitroxilo (NO-). Tiene efectos directos sobre diversas moléculas o

sistemas biologicos (Lipton et al., 1993). Se forma por reduccién del NO para
dar el anién nitroxilo en una reaccioén catalizada por el enzima superéxido
dismutasa (Murphy y Sies, 1991), o también por la unién del NO al Fe2*
perteneciente a un grupo hemo del citocromo ¢ (Sharpe y Cooper, 1998) o de
la hemoglobina (Gow y Stamler., 1998).

Catioén nitroso (NO*). Es la forma oxidada del NO, relacionada con el

acido nitroso, y especie clave en el proceso de “nitrosacion”, en el cual el NO*

es transferido a un centro nucleofilico, normalmente de azufre o nitrégeno
(Williams, 1988).
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Peroxinitrito (ONOQO7). La principal via de formacion de peroxinitrito es

la reaccion del NO con el radical O;" (Beckman et al., 1990). El peroxinitrito es
capaz de reaccionar con la mayoria de las biomoléculas, mostrando
citotoxicidad aunque no estén presentes en el medio el NO o el superoxido.
Esta citotoxicidad se debe a su rapida degradacion a radical OH". Posee una
vida media muy corta de aproximadamente un segundo en condiciones

fisiolégicas (Beckman et al., 1990).

En la Figura 4, se muestran las principales vias de producciéon de

radicales libres.

Metabolismo celular Mitocondria Sistemas enzimaticos
Catecolaminas\ Univalente NAD(P)H oxidasa,
X0, LPO, COX,
Citocromo P450.
2, OH,

O
/ Xenobiéticos, herbicidas,

contaminantes, farmacos,

Explosién respiratoria Irradiaciones, alcohol...

Activacién leucocitaria

Figura 4. Origen de los radicales libres
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2. Sistemas de defensa celular

Los organismos superiores han desarrollado, con el transcurso de la
evolucion, un eficaz sistema de defensa antioxidante (Freeman y Grapo, 1982).
Hay sistemas enzimaticos detoxificadores y mecanismos “captadores”,
denominados “defensas primarias o preventivas”’, que son capaces de
disminuir la concentracién de radicales libres, mientras que las defensas
“secundarias”, también llamadas “rompe-cadenas”, actian atrapando o
captando a los radicales libres ya formados, deteniendo asi los efectos
perjudiciales en las primares fases de las reacciones (Armstrong et al., 1984;
Cotgreave et al., 1988; Cadenas, 1989; Halliwell et al., 1992; Tosaki et
al.,1993).

2.1. Antioxidantes primarios

Superdxido dismutasa (SOD). Forma parte de wuna familia de

metaloenzimas con diferentes grupos prostéticos, de localizacién intracelular
variable y gran heterogeneidad tisular. El isoenzima predominante es la
superoxido dismutasa dependiente de zinc y cobre (CuZnSOD), que se
encuentra en la mayoria de células eucariotas (Fisher y Kaufman,1973,
Fridovich, 1975; McCord y Fridovich, 1977; Fridovich, 1983). También se ha
encontrado una SOD de alto peso molecular extracelular (Marklund et al.,
1982; Marklund, 1984). Estos enzimas catalizan la transformaciéon de
superoxido en peréxido de hidrégeno y oxigeno.
SOD

02" ——> H;0,+0;

Catalasa (CAT). Este enzima transforma el peroxido de hidrégeno de las

células en H>O y O2 cuando la concentracién es elevada. Se localiza en los
peroxisomas. Al igual que SOD, CAT se encuentra ampliamente distribuida en
todos los tejidos. (Proctor y Reynolds, 1984; Turrens et al., 1984; Blake et al.,

1987).
CAT

H20: _—> HO + %2 O2
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Glutation peroxidasa (GPx). Cataliza la reduccion del peroxido de

hidrégeno y de los perdxidos organicos libres. Requiere glutation reducido
(GSH) como sustrato.
GPx
H>0, + 2 GSH » GSSG + 2 H,O
GPx
ROOH + 2 GSH » GSSG + ROH + HxO

A diferencia de la catalasa, la GPx posee una alta afinidad por el
sustrato, ya que posee 4 atomos de selenio, que son los responsables de la
actividad catalitica. Se encuentra mayoritariamente en el citoplasma de las
células eucariotas, particularmente en las mitocondrias (Wendel, 1980;
Proctor y Reynolds, 1984; Cotgreave et al., 1988; Spallholz y Boylan., 1991;
Harris, 1992).

Glutation reductasa. Es un enzima citosdlico que reduce el glutation

oxidado utilizando NADPH generado por otros sistemas (Proctor y Reynolds,
1984; Cotgreave et al., 1988).

Otras proteinas. Los metales de transicién también estan implicados en

la generacién de radicales libres por medio de la reacciéon de Fenton. Sin
embargo, cuando estos metales se encuentran unidos a proteinas no pueden
catalizar la reaccién.

La concentraciéon de hierro libre en el organismo esta controlada en
condiciones fisiolégicas, al encontrarse el hierro unido a glucoproteinas como
transferrina o lactoferrina, que lo transportan en la circulacién o bien a la
ferritina, que lo almacena. Por lo tanto, estas proteinas regulan indirectamente
las reacciones de oxido-reducciéon (Halliwell y Gutteridge., 1984, 1985;
Thurnham, 1990).

La albumina y la ceruloplasmina son las encargadas de transportar el
cobre en el plasma, aunque no impiden la interaccién entre el cobre y los
radicales libres (Blake et al., 1987; Thurnham, 1990).
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Pequefias moléculas. Existen diferentes moléculas de pequenio tamario

como glutation, acido ascoérbico, acido trico y taurina, distribuidas
ampliamente en todos los sistemas biolégicos, que son capaces de eliminar los
radicales libres mediante reacciones no enzimaticas (Freeman y Grapo., 1982;
Bast et al., 1984; Cadenas, 1989).

2.2. Antioxidantes secundarios

Existen diferentes glutation transferasas con actividad peroxidasa,
dependientes del glutation, que actllan como antioxidantes frente a la
peroxidacion lipidica. Estos enzimas metabolizan los hidroperéxidos de bajo
peso molecular pero nunca el H,O, y ademas necesitan la actividad de la
fosfolipasa A; para ser funcionales (Ketterer, 1986; Ketterer y Meyer., 1989;
Davies et al., 1990).

Existen otros enzimas como las que reparan el ADN, es decir ADN
polimerasa I y ADN ligasa, también consideradas mecanismos de defensa
frente al dafio causado por el estrés oxidativo, ya que cuando se forma un sitio
apurinico o apirimidinico por lesiéon oxidativa se detiene la replicacién del ADN
y actian estos enzimas reparando la rotura. También las endonucleasas
tienen un importante papel protector del ADN celular y del flujo de
informacion genética (Cotgreave et al., 1988; Davies et al., 1990). Igual que
sucede con la alteracién de las proteinas, cuando el dafio al ADN es
irreparable, las células son eliminadas.

Ademas de estos enzimas, existen otras moléculas que actian como
antioxidantes secundarios. El a-tocoferol o vitamina E (VE) es el principal
antioxidante liposoluble, presente en todas las membranas celulares, que
actua protegiendo frente a la peroxidacion lipidica. Para ello reacciona con los
radicales libres donando un i6én hidrégeno y convirtiéndolos en formas menos
reactivas. El radical tocoferilo también puede ser reducido directamente por el
tandem glutation-acido ascoérbico, descrito a continuacién (Burton et al.,
1982; Cadenas, 1989).
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Otro antioxidante secundario es el P-caroteno (el antioxidante mas
eficaz para eliminar el oxigeno singlete), que posee una accién sinérgica con la

VE (Burton e Ingold, 1984; Machlin y Bendich., 1987; Bendich y Olson, 1989).

2.3. Acido ascérbico o Vitamina C

La vitamina C (VC) actiia como un eficaz antioxidante hidrosoluble en
los fluidos biolégicos (Frei et al., 1989, 1990) eliminando fisiolégicamente
radicales libres tanto del oxigeno como del nitrégeno (Halliwell, 1996). Entre
estos se incluyen hidroxilos, peroxilos, anién superdxido, y diéxido de
nitrégeno, asi como especies no radicales como acido hipocloroso, ozono,
oxigeno singlete, nitréxido y peroxinitrito.

Ademas de eliminar radicales libres, la VC puede regenerar otras
moléculas antioxidantes como o-tocoferol, glutation, uratos y B-caroteno, a
partir de sus respectivas formas radicales (Halliwell, 1996).

La hipotesis de que la VC es un eficaz antioxidante se apoya en
numerosos datos, entre los cuales destaca que tanto el ascorbato como su
radical libre (formado por la pérdida de 1 e- de la molécula del ascorbato)
tienen bajos potenciales de reaccion (Buettner, 1993), por lo que pueden
reaccionar con otros radicales y oxidantes presentes en los sistemas bioldgicos
(Buettner y Jurkiewick., 1996). Ademas, el ascorbato puede ser regenerado a
partir de radical libre ascorbato y &acido dehidroascérbico tanto por vias
enzimaticas como no enzimaticas. El radical libre ascorbato es reducido por la
semidehidroascorbato reductasa dependiente de NADH (Wells y Jung, 1997) y
por la tioredoxin reductasa dependiente de NADPH(May et al., 1998)(Figura 5).

HOCH:2
HOCH- HOCH:
HBCH O Bc : \H
e} HOCH o 0 HOC 0
-e-/-H*
e
<—_—
-e-/-H*
o © 0 o)
" Radical Acido
Ascorbato Ascorbato dehidroascorbico

Figura 5. Metabolismo redox del acido ascérbico.
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2.4. N-acetil-cisteina

El antioxidante ti6lico N-acetil-cisteina (NAC) puede actuar a través de
diversos mecanismos, ya sea como precursor del glutation, que es un
antioxidante primario (De Vries y De Flora, 1993), o bien estimulando la
actividad de algunos enzimas citosélicos implicados en el ciclo del glutation
(De Flora et al., 1991), como por ejemplo la glutation reductasa, que aumenta
la tasa de regeneracion del glutation. Asi, NAC puede aumentar los niveles de
glutation reducido en la célula proporcionando una fuente de cisteina para su
biosintesis, con el consiguiente aumento de la actividad glutation reductasa
(Colton et al., 1995).

Un segundo mecanismo de accién es por reaccién directa del grupo tiol
reducido de NAC con radicales libres (Auroma et al., 1989).

También es probable un efecto estimulante de NAC sobre el proceso de
fosforilacion oxidativa mitocondrial (Miquel et al., 1995), al proteger a las
proteinas que intervienen en dicho proceso frente a posibles dafios producidos
por el estrés oxidativo. De este modo, se mantienen en estado reducido los
grupos sulfhidrilos de esas proteinas, que son esenciales para la actividad
enzimatica (Haugaard et al., 1969; Yagi y Hatefi., 1984).

Otro mecanismo de accién de NAC es su accién protectora frente a la
peroxidacién lipidica en las membranas mitocondriales, con la resultante
preservacion de la actividad de los complejos respiratorios (Zhang et al., 1990).

Ademas de estos efectos protectores de NAC, un numero creciente de
observaciones apoyan su papel en la inhibicién de apoptosis en células fijas
postmitéticas y oligodendrocitos (Mayer y Noble, 1994; Ferrari et al., 1995;
Yan y Greene, 1998). Asi, la administracion de NAC posee efectos beneficiosos
frente a apoptosis en enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el
envejecimiento (Ratan et al., 1994 a,b), ademas de inhibir la expresién de los
genes c-fos y c-jun implicados en la apoptosis. En la Figura 6, se resumen los
efectos de NAC.
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Figura 6. Efectos de N-acetil-cisteina (Banaclocha, 2001)

2.5. Acido tiazolidin carboxilico o tioprolina

El acido tiazolidin carboxilico o tioprolina (TP) es un aminoacido
sulfhidrilico ciclico, que es utilizado clinicamente como hepatoprotector. Actua
como donador de grupos sulfhidrilo intracelulares y como captador de
radicales libres (Dansette et al., 1990) y ha mostrado efectos beneficiosos
sobre la longevidad y funciones fisiolégicas del ratén y del insecto Drosophila
melanogaster (Miquel y Economos, 1979).

También se ha observado que la administracién de antioxidantes
ti6licos, como glutation o TP, previene la pérdida de coordinacién
neuromuscular de los ratones, segin se demuestra mediante el test de la
cuerda tirante (Miquel y Blasco., 1978; Pallardé et al.,1998).

Otro efecto de la administracién de estos antioxidantes, observado en
mitocondrias de higado y cerebro de ratén, es un aumento del cociente
GSSG/GSH y una disminuciéon en el dafio, producido por el estrés oxidativo
ligado al envejecimiento, en el ADN mitocondrial (Garcia de la Asuncién et al,
1996; Sastre et al., 2000a). Otros estudios realizados con ratones envejecidos
cuya dieta estaba suplementada con TP, demostraron un efecto de TP

estimulante sobre las células del sistema inmunolégico (De la Fuente et
al.,1998a).
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3. Daio celular por estrés oxidativo

El estrés causado por los radicales libres, 6 estrés oxidativo, aparece
cuando la produccién de estos radicales supera la capacidad de las defensas
antioxidantes, bien por un descenso en los niveles de estas defensas o por un
aumento en la produccion de los radicales (Figura 7). El estrés oxidativo puede
lesionar varios tipos de células diana, y la lesién de éstas puede a su vez

originar la lesién de otras (Halliwell, 1991).

ERO
ERO ANTX ANTX
Condiciones Estrés
fisiolégicas oxidativo

Figura 7. Equilibrio y desequilibrio estrés oxidativo/defensas antioxidantes

La presencia de radicales libres es necesaria para las células. De hecho,
estos radicales son producidos continuamente en los organismos y son
esenciales en procesos fisiologicos tan importantes como la fagocitosis y la
comunicacién intercelular. Sin embargo, cuando aumenta excesivamente la
produccion de radicales libres o se han deteriorado los mecanismos
antioxidantes, aparece el dano celular (Fridovich, 1983; Armstrong et al.,
1984; Pryor, 1986; Halliwell y Gutteridge, 1989; Valenzuela y Videla, 1989).

La mayoria de los radicales libres de interés biologico suelen ser muy
reactivos, inestables y de vida media muy corta, que se puede medir incluso
en fracciones de microsegundo por lo cual suelen causar lesiones cerca del
lugar de su produccion. No obstante, cuando un radical libre reacciona con un
compuesto no radical pueden formarse otros radicales libres, de manera que
es posible que se creen reacciones en cadena y den lugar a efectos biolégicos
lejos del sistema que originé el primer radical. Un importante ejemplo de este
mecanismo desorganizador es la peroxidacion lipidica (Pryor, 1986; Blake et

al., 1987; Southorn y Powis, 1988; Webster y Nunn 1988; Harman, 1992).
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3.1. Dano a proteinas

Las proteinas son alteradas por los radicales libres de oxigeno a través
de varios mecanismos. Por ejemplo, pueden reaccionar directamente con el
ligando metalico de muchas metaloproteinas, y asi se ha comprobado que el
hierro de la oxihemoglobina puede reaccionar con el radical superéxido o el
peréxido de hidrégeno para formar metahemoglobina (Freeman y Grapo,
1982). Por otra parte, la hemoproteina citoplasmatica catalasa es inhibida por
el 02", que la convierte en sus formas inactivas ferroxi y ferrilo (Kono et al.,
1982).

Debido a la reaccién de los radicales libres con las moléculas
insaturadas o que contienen azufre, las proteinas con proporciones elevadas
de triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y cisteina pueden
sufrir modificaciones a causa de dichos radicales. Asi se ha observado que
enzimas tales como la papaina, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa e
incluso la superéxido dismutasa, que dependen de estos aminoacidos para ser
activas, son inhibidas en presencia de radicales libres. Las reacciones de los
radicales con los aminoacidos mencionados, dan lugar a cambios
estructurales en las proteinas, con formacién de puentes disulfuro intra e
intermoleculares que desencadenan procesos de agregaciéon molecular
(Freeman y Grapo, 1982; Wolpp et al., 1986; Webster y Nunn, 1988; Stadtman
1992; Gebicki y Gebicki, 1993).

Los enlaces peptidicos también son susceptibles de ser atacados por los
radicales libres. Estos enlaces pueden romperse tras la oxidacién de residuos
de prolina por radicales hidroxilo o superéxido (Wolff y Dean, 1986).

Finalmente, la reaccién de los radicales libres con las proteinas también
puede generar subproductos que aumentan el dafio inicial. Un ejemplo lo
constituye la oxidacion del triptéfano hasta H,O, y N-formil kinurenina, un
compuesto que, al reaccionar con grupos amino, provoca entrecruzamientos
entre proteinas y lipidos (Nielsen, 1981; Freeman y Grapo, 1982; Stadtman,
1992).
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3.2. Dano a lipidos

Los radicales libres hidroxilo e hidroperoxilo y el oxigeno singlete
pueden reaccionar con los acidos grasos de los fosfolipidos y otros
componentes lipidicos de las membranas para formar hidroperéxidos lipidicos
(Halliwell y Gutteridge, 1984; Horton y Fairhurst, 1987; Gutteridge y Halliwell
1990; Aikens et al., 1991; Niki et al., 1991; Schaich, 1992; Choe et al. 1995;
Choi y Yu, 1996).

Este proceso de peroxidacion lipidica comienza cuando el radical libre
quita un atomo de hidrégeno de uno de los carbonos metilenos de la cadena
carbonada para formar un radical libre lipidico (L'). Los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas son especialmente susceptibles de ser
atacados por radicales libres, puesto que contienen grupos metilenos
separados por dobles enlaces que debilitan el enlace C-H metileno. Cuando se
origina el radical lipidico, sufre inmediatamente un reajuste molecular,
produciéndose un dieno conjugado que puede reaccionar con el O,y formar un
radical hidroperoxilo. Este radical libre da lugar a endoperéxidos, o bien,
puede tomar un atomo de hidrégeno de un carbono metileno de otro acido
graso poliinsaturado adyacente para formar, de nuevo, un radical libre lipidico
y un hidroperéxido (Figura 8). El radical lipidico se combina con otra molécula
de oxigeno y asi se establece una cadena de propagacién del dafo
peroxidativo. Por su parte, el hidroperoxido, que es un compuesto estable, si
entra en contacto con iones metalicos de transicién, producird mas radicales
libres que iniciaran y propagaran otras reacciones en cadena. Asi, las
membranas resultan seriamente danadas y, por tanto, se afecta su capacidad
funcional (Riceevans y Burdan, 1993).

Los productos finales del proceso de peroxidacién lipidica, entre los que
se incluyen hidrocarburos volatiles, alcoholes o aldehidos, pueden difundir
lejos del lugar donde se originaron y causar edema celular e influir en la
permeabilidad vascular, inflamacion y quimiotaxis (Blake et al., 1987;

Southorn y Powis, 1988; Pryor y Church, 1991).
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Estos productos pueden alterar la actividad de la fosfolipasa e inducir la
liberacién de acido araquidénico y la subsecuente formacién de

prostaglandinas y distintos endoperé6xidos (Sevanian et al., 1981).

/\_ /\.—_.. /N\—/ Lipido poliinsaturado

-H*

Radical libre lipidico

—\—/ \— Dieno conjugado

Radical peroxi

L+ Hidroperdéxido lipidico

Aldehidos y productos de
polimerizacién

Figura 8. Esquema de la peroxidacion lipidica (Martinez-Cayuela, 1998)

El malondialdehido (MDA), uno de los productos finales de la
peroxidacion de acidos grasos con tres o mas dobles enlaces, puede causar
entrecruzamientos y polimerizacién de distintos componentes de la membrana
(Nielsen, 1981; Valenzuela, 1991). Asi pues, las propiedades de las

membranas atin resultan mas alteradas.

3.3. Dafio al ADN

Los acidos nucleicos también pueden ser atacados por radicales libres,
cuya citotoxicidad se debe en gran parte a las aberraciones cromosémicas que
sufren las bases y los azlicares del ADN al reaccionar con dichos radicales,
especialmente con el OH' (Demple y Linn, 1982; Webster y Nunn., 1988;
Harman, 1992; Randerath et al., 1992; Higuchi y Linn, 1994).
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Dichas modificaciones quimicas de los nucle6tidos provocan en muchos
casos la ruptura de las cadenas de ADN. Si el dafio que se origina es tan
grande que no puede ser reparado, se produce una mutacién, o bien la célula
muere (Hoffman et al., 1984; Cerutti, 1985; Imlay y Linn, 1988; Davies et al.,
1990, Demple 1990). Asi, por ejemplo, se ha comprobado que la ruptura del
ADN que ocurre durante el estallido respiratorio, producido por los neutréfilos
en respuesta a determinados estimulos, puede causar la muerte de estas
células e inducir procesos autoinmunes (Birnboim y Kanabus-Kaminska,

1985; Martinez-Cayuela, 1995).

3.4. Daifio a carbohidratos

Los carbohidratos son dafiados por los radicales libres en menor
proporcion que otras moléculas. Aztcares tales como la glucosa, el manitol o
ciertos desoxiazucares pueden reaccionar con el radical OH® para producir
sustancias reactivas (Sies, 1985; Blake et al., 1987). De igual forma, los
polisacaridos pueden sufrir el ataque de los radicales libres, fragmentandose
en unidades mas pequenas. Asi, se ha demostrado que el acido hialurénico se
despolimeriza en presencia de concentraciones elevadas de radicales hidroxilo,
provocando un descenso de la viscosidad del liquido sinovial de las

articulaciones (Greenwald y Moy, 1980).

4. Apoptosis inducida por estrés oxidativo

La caracteristica mas sobresaliente de la apoptosis es que se trata de
un mecanismo fisiolégico de muerte celular que es necesario para mantener la
plasticidad de los tejidos y eliminar las poblaciones celulares excesivas o que
se tornan peligrosas. La apoptosis no causa dafo secundario ni inflamacién,
pues la ce€lula apoptética se separa de las células vecinas y acaba
fragmentandose en cuerpos apoptéticos que son eliminados por fagocitos del
entorno. La necrosis, por el contrario, es un mecanismo patolégico ligado a un
dafio celular extremo, que afecta a las células colindantes y provoca

inflamaciéon (Duke, 1992; Song y Steller, 1999).
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La apoptosis es un mecanismo fundamental para mantener la
integridad de los organismos pluricelulares y su ejecucion evita procesos
patolégicos como el cancer, o las enfermedades autoinmunes (Cohen, 1997;
Campisi, 2000). Por el contrario, en ciertas situaciones patologicas se ha
demostrado que la apoptosis supone una pérdida irreparable de células
necesarias para mantener una funcién éptima. Asi se ha demostrado que
muchas de las neuronas que desaparecen en las enfermedades de Alzheimer y
Parkinson (Nagy y Esiri, 1997; Wullner et al.,1999) y en los accidentes
cerebrovasculares (Bennett et al., 1998) lo hacen por apoptosis. Las
consecuencias patolégicas de la apoptosis tienen lugar, aunque existen
mecanismos de proteccion que confieren a las células fijas postmitéticas (como
las neuronas y las células del miocardio) su mayor resistencia a sufrir
apoptosis. Esta resistencia estd modulada por proteinas implicadas en
sistemas de transduccion de sefiales como Bcl-2, y otras como Bax y Bad

(Tamatani et al., 1998; Liu y Zhu,1999).

4.1. Regulacion de los mecanismos de muerte celular

Dado el papel fundamental que desempefian los procesos de apoptosis y
necrosis en la muerte neuronal que tiene lugar en las enfermedades
neurodegenerativas y en el envejecimiento fisiologico (Nagy y Esiri, 1997;
Bennett et al., 1998; Wullner et al., 1999), parece oportuno considerar algunos
de los mecanismos que regulan ambos procesos y que se encuentran, en gran
medida, ligados a la capacidad de autoduplicacion de las células (Meikrantz y
Schiegel, 1995). De acuerdo con este concepto, Campisi (1997) y Ly et al.
(2000), investigaron la funcién de un elevado niimero de genes llegando a las
siguientes conclusiones: primera, que al menos un 1% de todos los genes
examinados sufren alteraciones dependientes de la edad, y segunda, que
muchos de los genes alterados tienen relacién con la proliferacion celular.

No todas las células de un organismo tienen la capacidad de proliferar

indefinidamente.
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Ademas, la proliferacién celular es un proceso ciclico que incluye
diferentes etapas y que requiere la expresion coordinada de una serie de genes
que codifican, por una parte ciclinas y quinasas dependientes de las ciclinas
(cdk reguladas por diversos factores de crecimiento), y por otro, determinados
productos génicos que actian directa o indirectamente sobre los factores
antes mencionados bien para desencadenar la proliferacién (protooncogenes),
o para inhibirla (genes supresores de tumores) (Schafer, 1998).

Entre los protooncogenes destaca el responsable de la proteina ras,
relacionado con los mecanismos de transduccion de sefiales, asi como los
genes myc, fosy jun, que codifican factores de transcripcién, relacionados con
la activacién del ciclo celular en respuesta a factores de crecimiento y con el
desencadenamiento de cambios en el patron de expresién génica responsable
del control de los complejos ciclinas-cdk (Reddel, 1998). Entre los genes
supresores de tumores destacan el gen Rb, responsable de la proteina del
retinoblastoma, que acttia bloqueando determinados factores de crecimiento e
impide que la célula pase de la etapa G1 a la etapa S (Kobayashi, 1996) y la
fosfoproteina p53, que actia como factor de transcripcién sobre el gen
responsable de la proteina p21, la cual, a su vez, inactiva la formacién del
complejo ciclina Gl-cdk. Ademas, la proteina p53 tiene una probada
capacidad apoptética (Choisy-Rossi et al., 1998; Merino y Cordero-Campana,
1998). De hecho, tanto los protooncogenes como los genes supresores de
tumores, junto a otros responsables de la puesta en marcha del propio
proceso de destruccién celular, son los encargados de regular los mecanismos
apoptoticos.

De forma muy general, y en relacién con lo anterior, parece que existen
dos grupos de genes responsables de la activacién o represiéon del programa de
apoptosis: los genes promuerte y los genes provida. Los primeros codifican
productos que activan la apoptosis a través de la induccién de un conjunto de
genes como bax, bad, bak, bik, nucl, mec y el sistema fas/fasL (Merino y

Cordero-Campana, 1998; Jacotot et al., 1999; Nagata, 1999).
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Concretamente, se tiene evidencia de la actuacion de fas en los
mecanismos de desencadenamiento de muerte celular presentes en diferentes
situaciones, como en los procesos neuro-degenerativos (Nagata, 1999). Entre
los genes promuerte también se encuentran los responsables de las
endonucleasas (que rompen el ADN) o los de las caspasas, cisteinproteinasas
calciodependientes encargadas de la ejecuciéon directa del programa de
destruccion celular (Marks y Berg, 1999). También se incluye dentro del grupo
de los genes promuerte, a los genes supresores de tumores, que inhiben la
proliferacion celular.

Los genes provida son responsables de inactivar los sistemas de
destrucciéon celular, bien a través de la inhibicion de caspasas y
endonucleasas, o bien activando sistemas de proteccion celular (por ejemplo
los enzimas antioxidantes). También a los protooncogenes myc, fos y jun,
inductores de proliferacion celular, se les considera genes provida. Ademas,
genes como survivin, naip (Marks y Berg, 1999}, y otros como ced-9, bcl-2 'y bcl-
x. son directamente responsables de inhibir el programa de muerte celular
(Jacotot et al., 1999).

Desde el punto de vista del presente trabajo, lo esencial es que la
apoptosis es inducida por una gran variedad de estimulos de entre los que
destaca el estrés oxidativo(Clutton, 1997). Cuando aumentan las concentra-
ciones de radicales libres, la célula sufre diferentes cambios bioquimicos y
fisiolégicos como la liberacion de coenzimas y un agotamiento o inactivacién
de los sistemas de defensa y reparacion celular. Si no se restablece el
adecuado equilibrio estrés oxidativo/antioxidantes, se desencadenan dife-
rentes procesos patologicos como peroxidacién lipidica, pérdida de la
homeostasis del calcio y una alteracién de las rutas metabdlicas que llevan a

la eliminacién de la célula por apoptosis (Slater, 1987).
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S. Patologias relacionadas con el estrés oxidativo

Durante los ultimos 40 afios se ha implicado el estrés oxidativo en un
gran numero de enfermedades, que, como se indica en la Tabla 3, incluyen
patologias que afectan al sistema nervioso central, aterosclerosis, y una
variedad de procesos inflamatorios y enfermedades degenerativas asociadas
con el envejecimiento o factores nocivos del estilo de vida, como el tabaquismo

y el consumo excesivo de alcohol (Martinez-Cayuela, 1995).

Sindromes degenerativos Alteraciones cromosémicas y
que afectan al S.N.C. cancer.

* Alzheimer. * Deficiencias enzimaticas

* Parkinson * Enfermedad de Batten
Procesos inflamatorios. * Melanoma

* Artritis reumatoide * Xeroderma pigmentosa

* Asma Otros sindromes

* Colitis ulcerosa * Ateroesclerosis

* Glomerulonefritis * Inmunodeficiencia

* Gota * Enfermedades autoinmunes

* Pancreatitis * Cataratas

* Uveitis * Esclerosis multiple
Alteraciones causadas por ten- * Hipertension

siones anormales de oxigeno * Sindrome hemolitico del prematuro
*Congelacién * Traumatismo cerebral

* Estrés por ejercicio fisico Reacciones toxicas

* Fibroplasia retrolental * Toxicidad de antibiéticos

* Hipoxia * Toxicidad del tabaco y el alcohol
* Isquemia-reperfusion *Toxicidad de xenobibticos

* Ulcera duodenal

Tabla 3. Patologias relacionadas con el estrés oxidativo.
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6. El envejecimiento biologico

Probablemente, el fenémeno biolégico mas importante ligado al estrés
oxidativo es el envejecimiento, un proceso que siempre ha provocado gran
interés y dado lugar a especulaciones sobre sus causas y sobre los factores
que fijan un limite a la duracién de la vida de los animales y de los humanos.
Con el progreso de las ciencias experimentales en el siglo XIX empiezan a
surgir teorias gerontolégicas, con explicaciones parciales de los mecanismos
del envejecimiento, centrandose en cada época en los aspectos de este proceso
relacionados con los avances contemporaneos de la biologia y de la medicina.
Asi, la investigacion se ha ido desplazando desde el analisis estadistico de la
longevidad de las poblaciones y la pérdida de rendimiento de los sistemas
fisiol6gicos al presente auge de la gerontologia celular y molecular (Miquel et
al., 1984, Miquel y Fleming 1986, Miquel, 1990).

Puesto que el envejecimiento tiene lugar a todos los niveles de
organizacién biolégica, no puede sorprender que se hayan propuesto
numerosas teorias gerontologicas para explicar las alteraciones que ocurren a
los diversos niveles estudiados. Segin Medvedev (1990), se han publicado
cerca de 300 teorias del envejecimiento, aunque la mayoria ya sélo tienen un
valor histérico, e incluso conceptos tan populares hace unos afios, como la
teoria del “error catastréfico” en la sintesis de proteinas, de Orgel (1963), y la
del “reloj mitético”, de Hayflick (1965), pierden apoyo. Por el contrario, las
ideas sobre el papel que juegan en el envejecimiento los radicales libres
(Harman, 1956) y la “toxicidad residual” del oxigeno (Gerschman, 1962) ganan
un grado creciente de aceptacién, aunque por si solas son incapaces de
explicar todos los efectos del envejecimiento y no ofrecen una explicacién
razonable de por qué aparecieron en la biosfera los organismos que envejecen,
en contraste con la aparente inmortalidad de formas de vida mas simple, como

las bacterias y las amebas.
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Por ello, la opinién mas prevalente entre los gerontélogos es que atin no
se dispone de todas las piezas del puzzle del envejecimiento y que éste no se
resolvera hasta que aparezca una teoria general que integre todos los cambios
que ocurren al envejecer en los diversos tipos celulares que forman los tejidos.
A este fin puede contribuir una mejor comprensién de los factores que
contribuyen a desencadenar el proceso de envejecimiento, como etapa final no
directamente programada pero inevitable del desarrollo. A continuacién
resumiremos algunos de estos factores y luego revisaremos brevemente las

teorias gerontoldgicas que ahora encuentran una mayor aceptacion.

6.1. Factores que influyen en el envejecimiento.

Factores de crecimiento. La falta o escasez de determinados factores de

crecimiento puede desencadenar la apoptosis ligada a la senescencia.
Ademas, en el caso de las neuronas se ha comprobado que aquellas que no
llegan a alcanzar sus dianas o no realizan los contactos adecuados durante el
desarrollo se “suicidan” por apoptosis (Clarke et al., 1998). Posiblemente la
falta de adecuada modulaciéon por parte de determinados factores de
crecimiento (complejos ciclinas) es uno de los motivos que conducen a la
apoptosis. Ademas la falta de induccién de los genes responsables de la
sintesis de determinados enzimas antiestrés (Taglialatela et al., 1998) asi como
de proteinas secuestradoras de calcio (como la calbindina) pueden también
contribuir al desarrollo de la apoptosis (Lipton y Kalil, 1995). Y también, la
falta de represion de la maquinaria de muerte celular por parte de
determinados factores tréficos puede ser otro de los mecanismos implicados,
dado que los principales enzimas que desencadenan la apoptosis (caspasas y
endonucleasas), susceptibles de activacién, estin presentes en todas las

células (Boonman y Isacson, 1999).
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Deficiencias en el suministro energético. Se sabe que el requerimiento

de energia de las neuronas estd muy por encima del de las otras células del
organismo. Esto se debe a la necesidad de suministrar ATP continuamente a
la bomba de Na*/K* de su membrana celular, de cuyo funcionamiento
dependen tanto la homeostasis iénica como el mantenimiento del potencial de
membrana, de suma importancia en la fisiologia neuronal.

De hecho, mas del 40% del ATP producido por las mitocondrias
neuronales se destina a este fin (Ames et al., 1992) y por ello los sustratos del
proceso de fosforilacion oxidativa (sobre todo la glucosa y el oxigeno) deben
estar disponibles en abundancia en la neurona. Por otra parte, la
hipoglucemia e hipoxia asociadas a los procesos de isquemia causan una
inhibicién de la fosforilacién oxidativa y, por lo tanto de la produccién de ATP,
con la consiguiente pérdida de funcion que a menudo acompafia al
envejecimiento cerebral (Davis et al., 1997).

Excitotoxicidad. Son multiples los factores que desencadenan la

excitotoxicidad. Asi, se ha observado que la pérdida de homeostasis idénica, la
deplecion de reservas energéticas, la isquemia, las lesiones traumaticas, las
enfermedades neurodegenerativas y el envejecimiento provocan despola-
rizacion excitatoria y, por consiguiente, liberacién de neurotransmisores
excitadores (Olney, 1994).

Se ha implicado fundamentalmente al receptor NMDA como
responsable de la puesta en marcha del proceso de toxicidad que puede tener
lugar mediante dos vias diferentes (Auer, 1991). La primera de ellas,
denominada de “excitotoxicidad aguda®”, es provocada por agonistas
glutaminérgicos y se asocia con la entrada masiva de Na’, Cl y H:O en la
célula, con aumento del volumen celular y consiguiente edema excitotoxico
que puede llevar a la lisis osmética de la célula y, por consiguiente, a su

muerte necrotica.
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Por otra parte, en la “excitotoxicidad retardada” interviene una
elevacion del calcio citos6lico, que a su vez activa una serie de enzimas calcio-
dependientes como la fosfolipasa A2, proteinasas, endonucleasas y 6xido
nitrico sintasa (Strolin-Benedetti et al., 1993). Todos estos enzimas
desencadenan cascadas metabdlicas que en tltima instancia pueden provocar
dafo y muerte celular por apoptosis. Ademas, se ha observado que el proceso
da lugar a una inhibicién de la sintesis de proteinas y que también tiene un
importante papel patogenético el aumento en la produccién de radicales libres
(Schoneich, 1999).

Pérdida de la homeostasis del calcio. El aumento de los niveles de Ca2+

citosolico activa determinados enzimas Ca?*-dependientes como son las
fosfolipasas, proteasas, endonucleasas y la propia NOS, todas ellas implicadas
en la ejecucion del programa de muerte celular (Chakraborti et al., 1999).
Estos aumentos de la concentraciéon de Ca2*-citosélico son causados por el
influjo de Ca?*-extracitosélico que penetra por canales acoplados a receptores
regulados por voltaje o agonistas, como es el caso de los receptores de
glutamato o NMDA (Mills, 1996). Cuando el Ca2* penetra en la célula, ésta
tiende a estabilizar el aumento de su concentracién mediante captura y
almacenamiento del catién en depésitos intracelulares tales como el reticulo
endoplasmaético y los calciosomas, utilizando para ello bombas metabélicas
dependientes de ATP. La mitocondria también almacena calcio mediante un
transportador de tipo uniportador dependiente de voltaje, de su membrana. No
obstante, la captura de calcio por los organulos citados puede ser ineficaz si
persisten los mecanismos que causan su entrada en la célula.

Por ejemplo, la unién de glutamato a NMDA no sélo provoca la apertura
de canales de calcio sino que también activa la fosfolipasa C de la membrana,
que transforma el inositol bifosfato en inositol trifosfato y diacilglicerol. El
inositol trifosfato abre canales de calcio en el reticulo endoplasmatico, y el
mismo aumento de los niveles de calcio causa la apertura de canales en los
calciosomas, o que lleva a un flujo masivo del catién desde sus depésitos

intracelulares hacia el citosol (Paschen y Doutheil, 1999).
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Sin embargo, no son éstas las tinicas causas de los altos niveles de Ca2+
citosé6lico, pues la mitocondria también desempefna un importante papel
(Rustin et al., 2000). Asi, como ya se ha mencionado, este organulo también
actia como reservorio de Ca?*, el cual penetra en su interior gracias a un
transportador que funciona ininterrumpidamente mientras se mantenga el
potencial de membrana mitocondrial. El Ca2* citosélico que entra en la
mitocondria es utilizado para la activacion de determinadas deshidrogenasas
del ciclo de los acidos tricarboxilicos, y su salida de la mitocondria (por un
mecanismo de cotransporte) permite la introduccién simultanea de Na* desde
el citoplasma al interior del organulo. A su vez, el Na* mitocondrial es
cotransportado de nuevo al hialoplasma permitiendo la entrada de H* al
interior mitocondrial. Se crea, de esta forma, un gradiente de H* que resulta
imprescindible para que puedan darse las condiciones que permiten el
desarrollo del proceso de fosforilacién oxidativa, es decir, de generacién de
energia en forma de ATP. Asi, es sabido que una ATPsintasa presente en la
membrana mitocondrial utiliza la energia almacenada en el gradiente de
protones para generar ATP. Sin embargo, todo este sistema puede
desequilibrarse como consecuencia de la pérdida del potencial de la
membrana mitocondrial (Sugrue et al., 1999). La pérdida de potencial se debe
fundamentalmente a que en la mitocondria puede abrirse, de forma mas o
menos transitoria, un poro que de forma inespecifica deja salir hacia el
hialoplasma iones y moléculas inferiores a 1,5 kDa, entre ellos Ca2*. De esta
forma se disipa el potencial de membrana y la ATPsintetasa puede también
funcionar a la inversa consumiendo ATP en lugar de generarlo. Aunque se
especula con las causas que provocan la apertura del poro mitocondrial, se
conocen ya algunos aspectos indicativos del posible mecanismo regulador. Asi,
se ha comprobado que el inmunosupresor ciclosporina A impide la apertura
del poro, mientras que, por el contrario, elevadas concentraciones de Ca2*

citosolico asi como el estrés oxidativo activan su apertura (Cassarino y
Bennett, 1999).
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La pérdida del potencial de membrana mitocondrial no sélo implica un
descenso en la producciéon de energia, sino que también lleva a la pérdida de
la homeostasis celular, aumento de los niveles de Ca?* citosélico y resultante
autoalimentacion de un proceso que acaba provocando la muerte celular

necrética o apoptética.
6.2. Teorias sobre las causas del envejecimiento normal.

6.2.1. Teoria del “envenenamiento” por los radicales libres de

oxigeno

Esta teoria fue propuesta por Rebeca Gerschman, a partir de sus
estudios sobre el aumento de los efectos lesivos de la radiacién ionizante en
presencia de oxigeno y el efecto protector de la falta de este gas (Gerschman et
al., 1954). Segun esta autora, el efecto sinergistico de la radiacién y el oxigeno
(oxygen effect) se debe al aumento que causa este gas en la concentracién
intracelular de radicales de oxigeno, que se suman a los radicales que derivan
de la irradiacién. Esto la llevé a deducir que el oxigeno que se usa en el
metabolismo desencadena el envejecimiento (a través de la formacién de
radicales libres) debido a que las defensas antioxidantes del organismo no

contrarrestan totalmente el ataque oxidativo.

6.2.2. Teoria de los radicales libres

Segun esta teoria, muy similar a la de Gerschman, los radicales libres
no so6lo pueden causar el envejecimiento sino también otros procesos
degenerativos, como el cancer, la arteriosclerosis, la amiloidosis y la
inmunodeficiencia. Segin Harman (1956), tanto la senescencia como estos
sindromes son el resultado de las reacciones nocivas de los radicales libres

que tienen lugar continuamente a través de las células y de los tejidos.
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Ademas, Harman implica en su teoria de los radicales libres a la
evolucion afirmando que “segun parece, la vida surgié como resultado de
reacciones de radicales libres, seleccioné reacciones de radicales libres para
jugar un papel en el metabolismo y aseguré la evoluciéon empleando estas

reacciones para causar mutaciones y la muerte” (Harman, 1981).

6.2.3. Teoria mitocondrial del envejecimiento

Esta teoria propuesta por Miquel et al. en 1980 liga el envejecimiento
celular a un dafio producido por el estrés oxidativo a nivel mitocondrial. Se
trata de un concepto de dafio genético/bioenergético, pues los autores afirman
que “el envejecimiento celular esta ligado a lesiones del genoma mitocondrial
por radicales libres que se forman en la cadena respiratoria de la membrana
mitocondrial interna”. A causa del entorno mutagénico y relativa falta de
proteccion del genoma mitocondrial (que carece de histonas y de mecanismos
de reparacién por escisién y recombinacién), las mitocondrias pierden con el
paso del tiempo su informacién, lo que impide la renovaciéon de estas
organelas y lleva a su desorganizacién y consiguiente pérdida de sintesis de
ATP y de funcién fisiologica (Miquel, 1992).

Esta teoria es compatible con los mas importantes conceptos
gerontologicos como el del “desgaste de las células somaticas como efecto
secundario de su trabajo fisiologico” (Weissman, 1891), la teoria del
envejecimiento como “efecto secundario” de la diferenciacién celular (Minot,
1907), asi como el concepto antes resumido de la “toxicidad residual del
oxigeno” (Gerschman, 1954) y la teoria de Harman (1956), que define al
envejecimiento como la “suma de las lesiones resultantes del ataque de los
radicales libres que se producen constantemente en el organismo”.

Segun Miquel (1992), al centrarse en el genoma mitocondrial de las
células diferenciadas como la diana mas probable de los oxi-radicales

derivados del metabolismo aerobio, la teoria mitocondrial puede integrar todos
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los conceptos gerontologicos mencionados anteriormente, para ofrecer una
explicacion razonable de las alteraciones que ocurren al envejecer a todos los

niveles de organizacioén biolégica.

6.2.4. Teoria de la mutacién genética

La clave para entender el proceso de envejecimiento desde el punto de
vista de la evolucién biologica es encontrar un mecanismo que explique c6mo
y por qué se desencadenan los cambios funcionales, estructurales y
moleculares que ocurren con el paso del tiempo.

De acuerdo con la teoria del “reloj mitético” (Hayflick, 1965), el limite de
la capacidad de divisién celular podria depender de la pérdida de genes que
inducen, como fos, la proliferacion de las células (protooncogenes). Segin
trabajos mas recientes, se considera que la senescencia deriva de un
programa genético que empieza a ejecutarse con el desarrollo (etapa prenatal y
postnatal), contintia en el adulto y culmina, tras la etapa reproductora, en la
vejez (Finch, 1990; Johnson, 1997; Kirkwood, 1998). De hecho, empiezan a
conocerse toda una serie de genes, denominados gerontogenes, que guardan
una estrecha relacién con la esperanza de vida de los animales de distintas
especies (Rose, 1994; Longo, 1999; Gems, 1999). La actividad de estos genes
estd modulada por numerosos estimulos, tanto externos como internos, que
actuian desencadenando cascadas de sefiales que inducen o reprimen su
expresién y que, por consiguiente, aceleran o retrasan el desarrollo del
programa genético que conduce a la senescencia. Se tiene conocimiento de
que algunos de estos genes estan mutados en los miembros de familias que
padecen enfermedades degenerativas como la progeria y la enfermedad de
Alzheimer (Welsh, 1975; Mills y Weills, 1990; Pérez-Tur, 2000). Sin embargo,
aunque es evidente que los genes estan implicados en patologias
neurodegenerativas, aun se desconocen sus mecanismos especificos de

actuacion con respecto al envejecimiento.
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Por otra parte, existe una serie de genes con una implicacién mas
directa en los fenémenos de senescencia normal y muerte celular, cuya
funcion y la de los productos que codifican se conocen mejor gracias a los
estudios realizados en modelos de envejecimiento mas sencillos como la
levadura Saccharomyces cerevisiae (Jazwinski, 1999), el pequefio nematodo
del suelo Caenorhabditis elegans (Johnson, 1997; Vanfleteren y Braeckman,
1999) y la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Rose, 1999). Son
especialmente interesantes los trabajos del grupo de Horvitz (1999) en
Caenorhabditis elegans. Esta investigacion demostré que durante el desarrollo
de este organismo “se suicidan” 132 células de las 1090 que tiene la larva, y
que el mecanismo de muerte apoptética también opera en procesos fisiolégicos
de recambio celular en los tejidos del organismo adulto. Como ya hemos
indicado, esta muerte celular apoptética estd genéticamente programada, a

diferencia de la muerte celular necrética, no programada o patolégica
(Horvitz, 1999).

6.2.5. Relevancia gerontoldogica de los estudios sobre telomeros y

telomerasa

Desde los afios 30 se sabe que los cromosomas no se fusionan con otros
cromosomas rotos gracias a la presencia de una estructura protectora al final
del cromosoma, denominada telomero (Miiller, 1938). Mas recientemente se
demostré que los telomeros son repeticiones en tandem de la secuencia
TTAGGG y proteinas asociadas (Blackburn, 1991), asi como el sitio de unién
de las proteinas que reparan roturas de la doble hélice del ADN (Bianchi y De
Lange, 1999; Hsu et al., 1999).

Aunque la relevancia gerontolégica de los datos sobre telomeros y
telomerasa es objeto de controversia, lo mas relevante desde el punto de vista
de la senescencia es que cada vez que la célula se divide, los telémeros se
acortan con la consiguiente pérdida de informacién genética que reside en las

secuencias repetidas TTAGGG (Gems, 1999).
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Este acortamiento no ocurre en células como las germinales o las cancerosas
gracias a la presencia en las mismas de la telomerasa, un enzima que repone
las zonas de ADN perdidas y confiere a las células que la poseen un fenotipo
inmortal (Campisi, 1997). E1 envejecimiento tampoco tiene lugar en especies
en las que todas las células de sus sujetos adultos (incluidas las neuronas)
estan sometidas a un continuo recambio, como ocurre por ejemplo en las
hidras de agua dulce (Martinez, 1998).

La pérdida de funcién telomérica que ocurre en las células de los
humanos, al envejecer, puede deberse a una disminucién progresiva de las
secuencias repetidas TTAGGG con el creciente numero de mitosis que tienen
lugar con el paso del tiempo, o a una pérdida o mutacién de las proteinas
teloméricas (Van Steensel et al., 1998; Samper et al., 2000; Goytisolo et al.,
2001). En todo caso la pérdida de funciéon telomérica da lugar a fusiones
cromosOmicas (Blasco et al., 1997; Hande et al.,, 1999), dificultades en la
separacion de los puentes de anafase e inestabilidad cromosémica general,
que causa la pérdida de viabilidad celular y puede tener un importante papel
no solo en el envejecimiento sino también en el cancer y reparacién de lesiones
del ADN (Autexier y Greider., 1996; Goytisolo et al., 2000; Wong et al., 2000).

A pesar del indudable interés de los mecanismos relacionados con los
telomeros y la telomerasa en los procesos de mitosis y diferenciacién celular,
Carlson y Riley (1998) afirman que no esta demostrado que estos mecanismos
(investigados en células mantenidas en cultivos celulares) se relacionen con el
envejecimiento del organismo, ya que incluso en tejidos con alto
reaprovechamiento, los mamiferos no mueren como resultado del agotamiento
de su potencial mitético. De forma similar, opinan Goyns y Lavery {2000):
“Muchas células del cuerpo no proliferan regularmente y por tanto no se
acortan sus telémeros... No hay correlacién entre la longitud de los telémeros
y la longevidad maxima de las distintas especies... Para valorar la importancia
de la telomerasa en el proceso del envejecimiento es esencial considerar la
situacién in vivo, que es mas relevante que cultivar fibroblastos en placas de

Petri”.
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De acuerdo con estas opiniones, los estudios sobre los telomeros y la
telomerasa no restan relevancia a las opiniones de Minot (1907) sobre la
estrecha relacion entre diferenciacion y envejecimiento. Por ello actualmente
se presta gran atencion al estudio de los mecanismos del envejecimiento in

vivo, especialmente el de las neuronas y otras células diferenciadas (Miquel,
2002).

6.3. Concepto integrador de teorias clasicas y modernas

Segin hemos resumido, se han propuesto diversas teorias dirigidas
fundamentalmente a explicar los cambios que ocurren al envejecer a los
distintos niveles de organizacién (de la poblaciéon a las macromoléculas).
Puesto que ninguna teoria proporciona una explicacién satisfactoria de todos
los aspectos del envejecimiento, la tendencia actual es la de unificar los
conceptos clave en una teoria integradora. Como ya hemos comentado,
numerosos datos apoyan el concepto de que el agente patogénico es el ataque
por los radicales de oxigeno y la principal diana de dicho ataque es el genoma
mitocondrial de las células diferenciadas. Segin Miquel (1998), este concepto
ayuda a integrar las teorias clasicas (Qque destacaban el papel desorganizador
del metabolismo aerobio y la pérdida de capacidad regenerativa ligada a la
diferenciacién celular) con el presente interés en el estrés oxidativo y sus
efectos sobre la informacion genética nuclear y mitocondrial.

En resumen, desde el punto de vista de la evoluciéon biolégica el
envejecimiento es el resultado de la aparicién de células, como la neurona, que
por su alto consumo de oxigeno y nula o escasa capacidad de regeneracién
integral (a través de la mitosis) acumulan lesiones peroxidativas que
disminuyen su capacidad bioenergética y funcional y son por ello el “talén de
Aquiles” de los organismos multicelulares (...) Las células que forman los
tejidos somaticos primero siguen un programa genético de diferenciacién y
luego se desorganizan como resultado del desgaste por estrés oxidativo
mitocondrial y de su pérdida de mecanismos de regeneraciéon subcelular
integral” (Miquel, 1998).
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7. Principales enfermedades oculares asociadas con el estrés

oxidativo y el envejecimiento

El envejecimiento ocular se acompana de numerosos cambios a nivel
funcional, bioquimico y estructural. Entre los mas relevantes se encuentran la
pérdida de transparencia del cristalino, con el consiguiente descenso de la
capacidad de acomodaciéon y de la agudeza visual, proceso denominado
cataratas (Falt, 1992). Durante varias décadas se han estudiado las
alteraciones bioquimicas relacionadas con la formacién de cataratas llegando
a la conclusién de que la cataratogénesis es un proceso complicado y
multifactorial, intimamente ligado al envejecimiento y probablemente iniciado
por el estrés oxidativo (Berman, 1991). También parece jugar un papel muy
importante el estrés oxidativo en la patogénesis de la degeneracién macular
asociada a la edad (DMAE). En el presente estudio nos hemos centrado en un
modelo relevante para aclarar mecanismos patogenéticos ligados a la DMAE,
un proceso de gran importancia por la amenaza que supone a la calidad de

vida de las personas mayores, del que trataremos brevemente a continuacion.

7.1. Degeneracién macular asociada a la edad (DMAE)

Puesto que el area macular de la retina es responsable de la visién de
alta resolucién y de la visién en color, las alteraciones de este area llevan a
importantes pérdidas de vision e incluso a la ceguera permanente.

Las lesiones degenerativas de la macula que ocurren al envejecer
pueden ser secundarias a cambios vasculares. El proceso basico
probablemente estd relacionado con alteraciones en la permeabilidad de los
capilares retinianos o de los coriocapilares (debido a wuna exudacién
subretiniana e intraretiniana), o con una estenosis de los pequefos vasos
adyacentes a la macula, con resultante atrofia del EPR (Klein et al., 1989).

Por otra parte, la degeneracién progresiva del EPR es el factor mas
decisivo en el desarrollo de la enfermedad, debido a su estrecha relacién con

los fotorreceptores, tanto en el aspecto nutricional como metabélico, por lo que
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la alteracion progresiva del EPR trae consigo la degeneracion progresiva de
conos y bastones, esenciales para la funcion visual (Zarbin, 1998; Adler et al.,
1999).

8. Modelos para el estudio del estrés oxidativo y envejecimiento.

8.1. Epitelio pigmentario de retina como modelo de envejecimiento

celular in vitro

Los estudios in vivo sobre la DMAE son dificiles y costosos, porque los
unicos animales de experimentacion que poseen una macula bien desarrollada
son los primates. Por ello, los cultivos in vitro de EPR son considerados
idéneos para la realizacién de investigaciones para la induccién de dafio por
estrés oxidativo y envejecimiento celular (Matsunaga et al., 1999; Cai et al.,
2000j. Para la mejor comprensioén de este modelo in vitro, que es el que hemos
utilizado en el presente estudio, resumimos a continuaciéon sus principales
caracteristicas histologicas y fisiologicas.

El EPR es una monocapa de células epiteliales con forma hexagonal de
origen neuroectodérmico que se encuentra situado entre la red coriocapilar y
la capa de fotorreceptores de la retina. La presencia de esta capa celular en el
ojo juega un papel crucial en la preservacion del sistema visual (Berman,
1991), ya que constituye junto con los capilares de la retina neural, la barrera
hemato-retiniana (Wislocki y Ladman, 1955), desempefiando un importante
papel en el control del intercambio de material entre los capilares y la retina
neural.

Entre las principales funciones del EPR, ademas del mantenimiento de
la barrera hemato-retiniana y del espacio subretinal (Shakib y Cunha-Vaz,
1966), se puede destacar la necesidad de su presencia durante la
embriogénesis para el eficaz desarrollo de los fotorreceptores (Mund y
Rodrigues, 1979), el reconocimiento y fagocitosis de los segmentos externos de

los fotorreceptores que han sido desechados (Bok y Young., 1979)y el trans-
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porte activo de metabolitos desde y hacia la retina (Steinberg y Miller. 1979).
Otra funcién importante del EPR es la recepcion, transporte, almacenamiento
y metabolismo de la vitamina A (Rapp y Anderson, 1983).

Se trata de un tejido que constantemente sufre estrés oxidativo ya que
en €l los radicales libres son generados por diferentes causas, entre ellas una
elevada concentracién de O, en la zona de la macula (Alder et al., 1985) asi
como el estar sometido a una intensa iluminacién (Dorey et al., 1989), que
desencadena el proceso de peroxidacion lipidica (Tate et al., 1995). Por otra
parte, esta expuesto a un adicional estrés oxidativo debido a su funcién de
fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores (Kennedy et al.,
1994). Por todo ello, el EPR puede considerarse como un excelente modelo
para el estudio del papel de los radicales libres de oxigeno en el envejecimiento
celular.

Un indicio de que la DMAE ligada al estrés oxidativo efectivamente
ocurre en el EPR es la acumulacion del pigmento del envejecimiento
lipofuscina, como resultado de la degradacién de los componentes de los
segmentos externos de los fotorreceptores que han sido fagocitados. La
lipofuscina puede estar relacionada con una disminucién de la actividad
lisosomal del epitelio, asi como con la degradacién de las membranas

mitocondriales que han sufrido las consecuencias crénicas del estrés oxidativo
(Holz et al., 1999).

8.2. Ratones OF1 como modelo de envejecimiento in vivo

La mayoria de los estudios de gerontologia experimental in vivo se han
realizado en ratas y ratones de laboratorio. Estos estudios son utiles para
poner a prueba las hipétesis sobre los mecanismos fisiologicos, genéticos y
bioquimicos asociados al envejecimiento normal y patolégico, asi como la
eficacia de las intervenciones experimentales que se realizan para aumentar la

longevidad.
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Un importante resultado de estos estudios en roedores es que existen
diferencias significativas entre la “edad biologica” y la “cronologica” de
animales de la misma cohorte y que, segun Collier y Coleman (1991), “estas
diferencias aportan datos utiles para estudiar los mecanismos del
envejecimiento normal, envejecimiento Jptimo, envejecimiento anormal y
enfermedad”. Estos autores también comentan que algunos roedores viejos
muestran valores de ciertos parametros practicamente idénticos a los de los
animales joévenes y, por ello concluyen que “la edad cronolégica, como Unico
parametro, es una medida insuficiente y a menudo equivoca”.

Lo anterior justifica los estudios en ratones para investigar las
relaciones entre radicales libres, edad cronolégica y edad biologica, asi como
la utilidad de los tratamientos para conseguir que un mayor numero de
animales muestren un “envejecimiento 6ptimo”.

De acuerdo con estos conceptos, en las décadas de los setenta y los
ochenta el laboratorio de Miquel estandarizé métodos de valoracién de los
tratamientos antioxidantes en ratones macho de la cepa C57BL/6J. Estos
métodos de determinacién de “edad biolégica” se basan en el analisis de las
curvas de longevidad, de los valores de la coordinacién muscular y vigor
(determinados mediante la prueba de la cuerda tirante; Miquel y Blasco,
1978), de la distribucién de los valores del peso corporal (Miquel y Economos,
1979) y del consumo diario de pienso (Miquel, 1983). Métodos similares,
adecuados para investigar la reaccién de ratones de varias cepas a la ingesta
de suplementos antioxidantes, han sido utilizados por De Juan (1994), De la
Fuente et al. (1998b), Pallard6 et al. (1998) , Ingram y Jucker. (1999) y Correa
et al. (1999).

Una técnica complementaria de valoracién conductual (estandarizada
en ratones hembra OF1) permite clasificar a los ratones en “rapidos” o “lentos”
segin su actividad exploratoria espontanea cuando se les coloca en un

laberinto en forma de T (De Juan, 1994).
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Como sucede con otros parametros de rendimiento fisiologico, la
actividad exploratoria espontanea (valorada por el test del laberinto en T)
disminuye con la edad. Asi, mientras que la mayoria de los ratones jovenes
(de 3-4 meses de edad) son capaces de completar la exploracién del primer
brazo del laberinto en forma de T en menos de 20 segundos, con el
envejecimiento un numero creciente de ratones exploran el laberinto muy
lentamente o incluso permanecen inmoéviles, mostrando la denominada
‘freezing behavior” por Gilad y Gilad (1995). Esta conducta refleja una funcién
deficiente de las areas del sistema nervioso central (SNC) que determinan la
respuesta a factores ambientales estresantes.

La respuesta inadecuada a estos factores (asociada con un alto grado de
ansiedad) es una de las caracteristicas mas tipicas del envejecimiento (Stein-
Behrens y Spolsky, 1992), por lo cual se puede concluir que los ratones que
no pasan la prueba del laberinto en 20 segundos (“ratones lentos”; RL) estan
prematuramente envejecidos en lo que respecta a ciertas funciones de su SNC
en comparacion con los animales de la misma edad que pasan la prueba con
éxito (“ratones rapidos”; RR ). De acuerdo con este concepto, el porcentaje de
supervivencia a edades avanzadas es mayor para los RR (que completan la
prueba en un tiempo menor de 20 segundos) que para los RL.

Segun De la Fuente et al. (1998b), los RL tienen un sistema
inmunolégico menos competente (en cuanto a la funcién de linfocitos y
macroéfagos) que los RR. Por otra parte, segiin Correa et al. (1999), este efecto
del envejecimiento sobre los RL puede ser contrarrestado por la
administracién del antioxidante TP, que no soélo estimula la actividad
fagocitica sino que neutraliza el estrés oxidativo, a juzgar por el descenso en el
nivel de radical superéxido extracelular en las suspensiones de macréfagos.

Otro estudio sobre la relacién entre envejecimiento y conducta en
ratones BALB/c y OFI muestra que tanto los machos como las hembras
rapidos de estas dos cepas tienen una mayor longevidad que los RL
(Guayerbas et al., 2002).
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Ademas, los RR en la prueba del laberinto (de las dos cepas y sexos)
también muestran un mejor rendimiento que los RL en la otra prueba
psicomotora, es decir la que valora la coordinaciéon neuromuscular y el vigor
en la cuerda tirante segin el método de Miquel y Blasco (1978).

Mas recientemente, la utilidad de la prueba del laberinto en forma de T
para estudios gerontolégicos ha sido confirmada por Guayerbas et al. (2002),
pues segun los datos obtenidos en un estudio longitudinal del envejecimiento
de ratones hembra OF]I el bajo rendimiento en el laberinto de los RL no sélo
predice una menor longevidad (en comparacién con la de los RR) sino que se
acompana de una menor competencia de sus sistemas inmunitario y
neuromuscular y de alteraciones neuroquimicas en ciertas areas del SNC.

Los estudios de Ferrandiz et al. (1994) y de Miquel et al. (1995)
confirman que los ratones hembra OFI son también muy adecuados para
investigar los efectos del envejecimiento y de la ingesta de antioxidantes
tidlicos sobre la bioquimica mitocondrial.

De acuerdo con todas las investigaciones resumidas aqui, hemos
escogido el ratén hembra OFI como el modelo mas adecuado para profundizar
en los estudios sobre el efecto protector de los antioxidantes tiélicos NAC y TP
contra el estrés oxidativo in vivo asi como contra el deterioro de la conducta y

de otros parametros fisiolégicos y bioquimicos que tiene lugar al envejecer.

62

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2002



Modelos de envejecimiento in vitro e in vivo, estrés oxidativo y proteccién antioxidante. Maria del Mar Castillo Paterna

OBJETIVOS

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2002



Modelos de envejecimiento in vitro e in vivo, estrés oxidativo y proteccién antioxidante. Maria del Mar Castillo Paterna

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2002



Modelos de envejecimiento in vitro e in vivo, estrés oxidativo y proteccién antioxidante. Maria del Mar Castillo Paterna
Volver al indice/Tornar a I'index

Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es estudiar los efectos antioxidantes
de NACy TP sobre células de EPRb y ratones OF1. A partir de este estudio se
podria plantear la posibilidad de utilizarlos como suplemento antioxidante
apropiado para futuros ensayos clinicos en humanos con sintomas de
envejecimiento prematuro ligados a altos niveles de estrés oxidativo, para lo
cual se proponen dos modelos de estudio sobre el envejecimiento, uno in vitro

y otro in vivo con los siguientes objetivos concretos:

Modelo de envejecimiento celular in vitro

1. Investigar el dafo celular producido por la exposicién del EPRb al
peroxinitrito y a otros agentes quimicos inductores de estrés oxidativo, asi
como por incubacién del EPRb en atmésferas con bajo contenido de oxigeno.

2. Estudiar si la suplementacién del medio con vitamina C, NAC o TP

protege contra los mencionados procesos patoldgicos.

Modelo de envejecimiento in vivo

1. Estudio de diferentes parametros fisiolégicos y bioquimicos

indicadores de envejecimiento.
2. Investigar si la administracién de antioxidantes, NAC y TP a partir de

una edad avanzada protege contra el descenso ligado a la senescencia.
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1. Material

1.1. Material biologico

Para los estudios in vitro se utilizaron cultivos primarios en monocapa
de las células del epitelio pigmentario de retina bovina (EPRb), para el
aislamiento de las células del EPRb se utilizaron de 6 a 8 ojos de reses bovinas
recién sacrificadas en el matadero municipal de Alicante, que fueron
transportados al laboratorio en un frasco de vidrio estéril sumergido en hielo.

Para los estudios in vivo se utilizaron ratones hembras virgenes de la
cepa OF1 (albino tipo Swiss). Fueron mantenidos en el estabulario de la
Universidad de Murcia en jaulas para ratones, 7 por jaula, en condiciones
ambientales estables de ciclo de iluminacién de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad y temperatura ambiente de 23+1°C. Los animales fueron
alimentados con pienso de mantenimiento para rata/ratén de B&K y agua ad

libitum.

1.2. Reactivos

PBS, DMEM, Suero Fetal Bovino, Tripsina fueron suministrados por Gibco
BRL (Life Technologies, Paisley, Scotland).

Vitamina C, N-acetil-cisteina, Acido tiazolidin carboxilico o tioprolina, Hoechst
33258, Oligomicina, Acido iodoacético, Cianuro sédico fueron suministrados
por Sigma (St. Louis, MO. EE.UU.).

El Peroxinitrito fue suministrado por Alexis Biochemicals (San Diego,
EE.UU.).

Todo €l material de cultivos fue suministrado por Costar (Cambridge,
Inglaterra).

El Kit de ATP “ATP bioluminiscence Assay kit HS II” fue suministrado por
Boehringer Mannheim.

El resto de material y reactivos cuyo origen no se ha especificado fueron de

grado analitico suministrados por Sigma, Merck o Panreac.
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1.3. Aparataje

-Balanza (Salter electroscale KE-120).

-Balanza de precisiéon Salter-ADN modelo ER-60.

-Centrifuga de sobremesa (Eppendorf modelo 5403).

-Centrifuga refrigerada (Beckman J-21 con un rotor JA-20).

-Electrodo de oxigeno de Clark (SYS203, INSTECH).

-Espectrofotometro Hitachi, modelo U-2.000.

-Homogenizador “Potter S” de Teflon-vidrio (Braun, Biotech International).
-Incubador BB16 (Heraeus, Alemania).

-Luminémetro LKB Wallac, modelo 1250 Luminometer.

-Microscopio invertido de fluorescencia (Leica DM IRB/E).

-Sistema de electroforesis en gel de agarosa, Minicell EC370M, EC 135 (E- C
Apparatus Corporation, St. Petersburg, Florida).

-Video-camara Sony modelo DCR-PC-1.
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2. Métodos de los estudios in vitro
2.1. Cultivo de células del epitelio pigmentario de retina

2.1.1. Cultivos primarios

El periodo desde la obtencion de los ojos de reses bovinas del matadero
municipal de Alicante, hasta el comienzo del procedimiento de aislamiento en
la unidad de cultivos fue inferior a dos horas.

Las células se aislaron siguiendo el método propuesto por Luo et al.
(1996) con algunas modificaciones. En primer lugar se lavaron los ojos con
tamp6n fosfato salino de Dulbeco (PBS) estéril que contenia 50 ug/mL de
gentamicina y 2,5 ug/mL de amfotericina B. Se diseccioné el ojo y la porcién
anterior fue desechada, permaneciendo intacta la copa éptica. Se eliminaron el
cristalino, el humor vitreo y la retina. E1 EPRb se recogi6 con pinzas, cortando
por donde no se desprendia y se colocé en una placa Petri estéril. Se incubé
durante 20 min a 37 °C con 5 mL de una solucién estéril de tripsina-EDTA
(tripsina 1:250 0,05% y EDTA 0,54 mM) para asi poder disociar las células.
Transcurrido el periodo de incubacién, se detuvo la accién de la tripsina con
10 mL de medio de cultivo consistente en una mezcla de medio Dulbeco
modificado por Eagle (DMEM), suplementado con 3,2 g/L de bicarbonato
sodico, 50 ug/mL de gentamicina, 2,5 ug/mL de amfotericina B, a pH 7,2,
completado con suero fetal bovino (SFB) al 10% (desactivado previamente a
56°C durante 45 minutos). A continuacién se trasvasaron las muestras a
tubos de centrifuga y se centrifugaron a 1000xg durante 10 min en una
centrifuga de sobremesa eliminando los sobrenadantes. Las células se
resuspendieron en medio de cultivo y la suspensién celular resultante se
sembro en botellas T-125 de la marca “Costar” (Figura 9).

Los cultivos de EPRb se mantuvieron en un incubador a 37°C, en una
atmoésfera humeda que contenia un 5% de CO;, hasta que alcanzaron la
confluencia (7-10 dias). Durante este tiempo se cambié el medio cada dos dias.

La confluencia se define como el momento a partir del cuéal las células

cubren toda la superficie de la botella, cambiando su morfologia.
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Copa Optica

\ 4

Extraer cristalino, vitreo y retina

\ 4

Recoger EPR

15 min. a 37°C

y

Incubar con Tripsina

\ 4

Suspension celular

¢ 1000xg 10 min

y

Resuspender el precipitado en medio de cultivo

2
Sembrar en botellas T-125

Cambio de medio cada 2 dias

y

Subcultivos

Figura 9. PROTOCOLO DE CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE EPITELIO
PIGMENTARIO DE RETINA BOVINA.

72

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2002



Modelos de envejecimiento in vitro e in vivo, estrés oxidativo y proteccién antioxidante. Maria del Mar Castillo Paterna

Material y Métodos

2.1.2. Subcultivos

Una vez que las células de EPRb alcanzaron la confluencia, se
realizaron subcultivos. Para ello, primero se lavaron dos veces las botellas de
los cultivos con 10 mL de PBS estéril y posteriormente se incubaron con 10
mL de una solucién de tripsina-EDTA a 37°C y 5% de CO; durante 15
minutos. Transcurrido este tiempo se detuvo la accién de la tripsina
afiadiendo 10 mL de medio de cultivo.

Las células fueron despegadas de las botellas con la ayuda de un
raspador estéril de plastico, se recogieron en un tubo cénico de centrifuga y se
centrifugaron a 1.000xg durante 10 minutos en una centrifuga de sobremesa.
El precipitado celular resultante se resuspendié en 15 mL de medio de cultivo
y se volvié a centrifugar en las mismas condiciones con el fin de eliminar
restos de tripsina. El precipitado celular obtenido de cada botella en esta
segunda centrifugaciéon se resuspendié en 10 mL de medio de cultivo y se
sembr6 en dos botellas T-125. Estas células fueron mantenidas en las mismas
condiciones de incubacién y cambio de medio que las células del cultivo
primario hasta que alcanzaron la confluencia (entre 7 y 10 dias).

De cada cultivo primario se realizaron tres subcultivos consecutivos,
con la suspension celular final obtenida tras el tercer subcultivo, se realizaron
las diluciones adecuadas para sembrar en placas de 6 pocillos (150.000-
200.000 ceélulas/pocillo) o en botellas de 75 cm? (1,5-2 millones de
células/botella).

El recuento del numero de células y el porcentaje de viabilidad de las
mismas se determiné tomando una alicuota de la suspensién final y
mezclandola a igual volumen con una solucién al 0,04% de azul tripan. El
rendimiento medio de las preparaciones celulares obtenidas a partir de 6-8
ojos de reses bovinas fue de 4 a 5 millones de células.

En todos los experimentos se utilizaron cultivos celulares confluentes

tras un cuarto pase de tripsina.
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2.2. Induccion del dano celular por estrés oxidativo

Se utilizaron diferentes condiciones experimentales con el fin de
exponer las células de EPRb a un estrés oxidativo. Se utilizaron las células de

EPRDb que habian sido sembradas en placas de 6 pocillos.

2.2.1. Induccion de estrés oxidativo por agentes quimicos

En primer lugar se retir6 el medio de cultivo de los pocillos y se lavaron
las células dos veces con tampodn salino (NaCl 145mM, KCl 5mM, CaCl,
1,5mM, MgCl, 1mM, NaH,PO, 1mM, glucosa 5,6mM, Hepes 20mM, ajustado a
pH 7.,4).

Se preincubaron las células durante 10 minutos en tampén salino a
temperatura ambiente en la campana de flujo laminar. A continuacién, se
anadieron a los pocillos correspondientes los diferentes agentes quimicos
causantes del dafno oxidativo y se incubaron a 37°C, en una atméosfera
htmeda que contenia un 5% de CO,, durante 15 minutos.

Para la induccion del dafio celular se utilizaron los siguientes agentes
quimicos (Rego et al., 1997):

-Ascorbato 5 mM e ién ferroso 100 pM a un pH ligeramente acido (pH
6,5), provocando asi una peroxidacion lipidica.

-Oligomicina (OL) 5ug/mL, inhibidor del enzima ATP sintetasa, y
Cianuro sédico (CN) 2 mM, inhibidor del enzima citocromo c¢ oxidasa,
provocando asi una hipoxia quimica.

-Acido iodoacético (IAA) 0,5 mM, inhibidor de la enzima glucolitico
gliceraldehido sintetasa, o bien 2-desoxiglucosa (DG) 2mM, que puede
sustituir a la glucosa en la glucélisis, cuando se utilizé6 DG, se utilizé6 tampén
salino sin glucosa, dando lugar a condiciones de hipoglucemia.

-La combinacioén de los inductores de hipoxia quimica con uno de los
inductores de hipoglucemia, se utiliz6 para inducir una isquemia celular.

Transcurrido el tiempo de incubacién propuesto, 15 min, las placas se

colocaron en un bafio de hielo (10 min) para interrumpir los diferentes

estimulos.
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A continuacion se colectaron los medios de incubacién, con el fin de
medir posteriormente la actividad LDH secretada por las células al medio de
cultivo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.4.1. Tras la recoleccién
de los medios, las células de cada pocillo fueron despegadas mediante
tripsinizacién, afiadiendo a cada pocillo 0,5 mL de una solucién de tripsina-
EDTA e incubando durante 15 minutos a 37°C y 5% de CO,. Transcurrido este
tiempo, se detuvo la accidn de la tripsina afiadiendo 1 mL de medio de
cultivo, las células fueron recogidas de los pocillos con la ayuda de una pipeta
Pasteur de plastico estéril, y se traspasaron a un tubo cénico de centrifuga. Se
centrifugaron a 1.000xg durante 10 minutos en una centrifuga de sobremesa,
descartandose el sobrenadante y resuspendiendo el precipitado celular en 0,5
mL de PBS. Se conté el numero de células en una camara Neubauer,
manteniéndolas a 4°C para realizar posteriormente las determinaciones de
actividad LDH celular y ATP descritas en los apartados 2.4.1 y 2.4.2,
respectivamente.

En las placas destinadas a la deteccion de apoptosis mediante tincién
con bis-benzamida, la accién de los estimulos fue detenida mediante la adicién
de 1 mL de paraformaldehido al 4% en tampén fosfato 0,1 M (PFA), fijando asi

las células y manteniéndolas a 4°C hasta el momento de realizar la tincién.

2.2.2. Incubacién de células de EPRb en una atmésfera con baja
concentracion de oxigeno

Se utilizaron células sembradas en las placas de 6 pocillos y en las
botellas de 75 cm>.

En primer lugar se retir6 el medio de cultivo y se lavaron las células con
PBS, a continuacion, se les anadié 2 mL de medio de cultivo sin SFB y se
incubaron durante 72 horas a 37 °C, en una atmoésfera himeda que contenia
un 5% de CO; y un 3% de oxigeno en un incubador BB16:Heraeus.

Paralelamente, como control se incubaron células con y sin SFB al 21% de

oxigeno.
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Una vez transcurrido el periodo de incubacion las células de las placas
de 6 pocillos se colocaron en un bafo de hielo durante 10 min, y se procedi6
como en el apartado 2.2.1.

Las cé€lulas que se habian sembrado en las botellas de 75 cm? se
utilizaron para la cuantificacién de ADN siguiendo el protocolo descrito en el

apartado 2.4.3.b.

2.2.3. Induccion de estrés oxidativo por peroxinitrito

En primer lugar se retiré el medio de cultivo, las células se lavaron dos
veces con PBS y posteriormente se afiadié el agente oxidante (PN 50 o 100 uM)
preparado en medio de cultivo sin SFB. Las células se incubaron durante una
hora a 37°C en una atmésfera huiimeda que contenia un 5% de CO, Las
condiciones control consistian en la incubacién de células en medio de cultivo
sin SFB. La accién del PN se interrumpi6 colocando las placas en bafo de

hielo (10 min) y a continuacién se siguié el protocolo descrito anteriormente.

2.3. Tratamiento con antioxidantes

Se estudio6, por separado, el efecto de 1a VC 300 uM, NAC 10 mM y TP 3
mM. Para investigar este efecto, las cé€lulas se incubaron con el antioxidante
seleccionado durante 2 horas antes de inducir el dafo celular. Transcurrido
este periodo de incubacién, se afiadieron los estimulos correspondientes para
producir el estrés oxidativo a cada pocillo manteniendo la concentracién de

antioxidante durante el periodo de incubacién con el estimulo.

2.4. Determinacion del daiio celular

2.4.1. Determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa

Se determiné tanto la actividad LDH secretada al medio extracelular
(medio de incubacién de las células) como la actividad LDH intracelular.

La medidas de la actividad enzimatica de LDH se realizaron
espectrofotométricamente siguiendo la conversion de NADH a NAD* a 340 nm

segun el método descrito por Bergmeyer y Brent (1974).
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La actividad de la LDH secretada al medio extracelular se valor6 en las
muestras de medio que habian sido recogidas directamente de los pocillos.

La absorbancia se determiné tras afiadir a una cubeta: 100 pL de
muestra, 0,5 mL de piruvato 9,72 mM, iniciando la reaccién con 2,5 mL de
NADH 0,24 mM. Todas las medidas se realizaron frente a un blanco que
contenia tampon LDH (Tris 81,3 mM, NaCl 0,2 M pH 7,2)en vez de piruvato.

La disminucién de absorbancia (debido a la oxidacién del NADH) fue
seguida a intervalos de 30 s durante 3 min, a 30 °C en un espectrofotémetro
modelo U-2.000 Hitachi.

Para determinar los niveles de LDH intracelular, las células fueron
lisadas con Tritén X-100 0,1% preparado en Tampén LDH, y centrifugadas a
7.000xg durante 15 min a 4°C, utilizando el sobrenadante para medir la
actividad de LDH, siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente
para determinar la actividad LDH extracelular.

La concentracion de la actividad catalitica ([AC]) del enzima LDH se
calculé mediante la siguiente ecuacién:

[AC]= AA/At x V/1.000 x & x d x v (mol x s-1x I1)
donde AA/At se refiere al cambio de absorbancia, € es el coeficiente de
absorci6n lineal del NADH (0,63 L x mmol! x mm-!), d es el paso de luz de
cubeta (10mm), V es volumen final del ensayo ( 3,1 mL) y v es volumen de
muestra afiadido (0,1 mL).

Los resultados se expresaron como % de LDH secretado al medio
respecto a la actividad LDH total, siendo el LDH total la suma de LDH

intracelular y de LDH presente en el medio de cultivo.

2.4.2. Determinacion de la concentracién intracelular de ATP

El ATP intracelular se determiné por bioluminiscencia utilizando un kit
comercial: “ATP bioluminiscence Assay kit HS II” de Boehringer Mannheim.

El protocolo experimental fue el siguiente: una vez finalizado el
experimento, las células se recogieron mediante tripsinizacién, y se conté el

numero de células.
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Se tomo6 una alicuota correspondiente a 25.000 células que se lisaron,
con tampon de lisis suministrado con el kit, durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Para realizar las determinaciones de ATP se pipetearon 100 uL de lisado
celular y 100uL de luciferasa, e inmediatamente se realizo la lectura en un
luminémetro (LKB Wallac modelo 1250 Luminometer) durante 10 s.

La concentracion de ATP intracelular se calculé extrapolando las
lecturas obtenidas a una recta de concentracién desde 1mM hasta 1 nM de

ATP. Los resultados se expresaron como [ATP] (uM)/25.000 células.

2.4.3. Deteccion de la apoptosis

Existen diferentes parametros que indican que se ha producido un dafo
celular e incluso indicadores de muerte celular como son la tincién con azul
tripan, con naranja de acridina-bromuro de etidio o con Hoechst 33258. La
visualizacion con un solo método no es suficiente por lo que hay que realizar
otros métodos complementarios como electroforesis en gel de agarosa, TUNEL,
etc. (Sastry et al.,2000). En este estudio se ha utilizado la Tincién con Hoechst

33258 complementada por la electroforesis en gel de agarosa.

a) Tincion con Hoechst 33258 ( bis-benzamida)

Esta técnica permite visualizar de una manera sencilla y rapida si las
células han sufrido apoptosis. La técnica se basa en la utilizaciéon de bis-
benzamida (Hoechst 33258), compuesto que se une especificamente al surco
menor del ADN, no es intercalante y compite con la proteina histénica H1.
Esta molécula cuando se excita con luz ultra violeta (360 nm) emite una
fluorescencia que se recibe con una longitud de onda que se corresponde con
el color azul (emisién de 490-500 nm). Con esta técnica se produce un marcaje
especifico del nucleo celular en el caso de células apoptéticas visualizandose la

“fragmentacién” del nucleo.
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Una vez finalizado el periodo de incubacién, se realizo la tincién con
Hoechst 33258 (bis-benzamida) para determinar si se habia inducido
apoptosis, se sigui6 el método descrito por Boix et al. (1997).

En primer lugar las células se fijaron afadiendo a cada pocillo de la
placa y sobre el mismo medio de incubacién, 1 mL de paraformaldehido al 4%
en tampon fosfato 0,1M (PFA), incubando luego durante 10 minutos. A
continuacién se retiré el medio y se volvié a afladir 1 mL de PFA, incubando
durante 15 min. Posteriormente, se lavaron las células tres veces con PBS, se
anadi6 1 mL de Hoechst 33258 (0,05 ug/mlL) y se incubé en oscuridad
durante 25 min a temperatura ambiente. Una vez terminado el periodo de
incubacién, se retiré el Hoechst, y las células se lavaron tres veces con PBS. A
continuacion, a cada pocillo se le afiadieron 25 uL de medio PBS-glicerol en la
proporcion 2:1 y se le colocé un cubre para asi poder proceder a su

observacién con luz ultra-violeta en un microscopio invertido de fluorescencia
(Leica DM IRB/E).

b) Electroforesis en gel de agarosa

Para la realizacion de la electroforesis en gel de agarosa se utilizaron las
células de EPRb que fueron sembradas en botellas de 75 cm?2 (1,5-2x106
células/botella). Antes de la electroforesis se realizé la extraccién de ADN
siguiendo el protocolo descrito por Ramachandra et al. (1995) con algunas
modificaciones.

Tras tripsinizar las células, se contaron en una camara Neubauer y se
centrifugaron a 7.000xg durante 10 min a temperatura ambiente en una
centrifuga de sobremesa. El sobrenadante se descarté y el precipitado se
resuspendié con 250 uL de tampdn de digestion (CINa 100 mM, Tris 10 mM,
EDTA 25 mM, SDS 0,2%, proteinasa K 0,2 mg/mL, ajustado a pH 8). Se
incubaron las células del precipitado en un bafio a 50°C durante 12 horas.
Transcurrido este periodo de incubacién, se afadié a cada muestra 250 pL de
una solucion de fenol/cloroformo/isoamilalcohol (25:24:1) y se centrifugé a

7.000xg durante 5 min a 4°C.
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La fase acuosa (fase superior) se pipeteé y se colocéd en otro vial. Esta
operacion se repitié dos veces. Al tltimo sobrenadante recogido se le anadié
un volumen de acetato aménico 7,5 M igual a la mitad del volumen recogido.
Se agité el tubo durante unos segundos y se afadieron dos volimenes de
etanol absoluto, incubando durante dos horas a 4°C. Posteriormente, se
centrifugé a 7.000xg durante 30 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante se decanté y el precipitado se resuspendié con el mismo
volumen final (Vol final= vol fase acuosa + % vol acetato aménico 7,5 M + 2 vol
etanol) de etanol al 70%, centrifugandose de nuevo en las mismas condiciones.

Tras la altima centrifugacion, se aspiré el sobrenadante cuidando de no
tocar el precipitado y se dejé secar en la campana de flujo laminar durante 1
hora. El precipitado se diluy6 en tampén Tris 10 mM, EDTA 5 mM, ajustado a
pH 8 (Tampon TE) y se tomé una alicuota para determinar la concentracion de
ADN espectrofotométricamente a 260/280 nm (Figura 10).

Una vez determinada la concentraciéon de ADN, se pasd a realizar la
electroforesis en gel de agarosa, para lo cual se realizaron diferentes pruebas
de concentracién de agarosa, 0,8%, 1%, 1,2%, 2%. La concentracién idénea de
agarosa fue del 1% y se preparé en tampén TBE 0,5x (Tris 0,089 M, acido
bérico 0,089 M, EDTA 0,002 M pH 8). Se realizé6 una dilucién del ADN para
obtener una concentracién final de ADN de 10 ug, que se incubé con 0,1U de
ARNasa durante 1 hora a 37°C, con el fin de digerir posibles restos de ARN.
Transcurrido el tiempo de incubacién se afadieron 2 pL de bromofenol-xilen-
cianol a cada muestra y se depositaron en los pocillos del gel de agarosa
realizando la electroforesis en TBE 0,5x a 64V y 45mA. Una vez que el ADN
hubo terminado su recorrido en el gel (aproximadamente 4 horas), se realizd

una fotografia del gel con una video-camara Sony modelo DCR-PC-1.
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Figura 10. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN
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3. Métodos del modelo de envejecimiento in vivo

3.1. Animales de experimentacion

Como ya hemos indicado, los ratones hembra OFI fueron estabulados
en €l animalario en jaulas para roedores en un numero de 7 por jaula.
Durante el estudio fueron mantenidos en condiciones ambientales estables de
ciclo de iluminacién de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, y
temperatura ambiente de 23+1 °C. Los animales fueron alimentados ad libitum
con pienso de mantenimiento para rata-ratén de B&K.

El estudio se inicié6 con una poblacién de 96 animales de 32 semanas
de edad, exentos de patologias macroscoépicas, y a la edad de 40 semanas, fue
dividida al azar en tres grupos: un grupo control y dos grupos cuya dieta fue
suplementada con antioxidantes. Los grupos que recibieron los antioxidantes
en la dieta fueron alimentados ad lbitum con el mismo pienso de
mantenimiento para rata-ratén B&K suplementado con uno de los siguientes
farmacos antioxidantes: TP al 0,2% o NAC al 0,2% (peso/peso) en el pienso
seco, mientras que el grupo control se siguié alimentando con el pienso de
mantenimiento para rata-raton de B&K. El pienso suplementado con los
farmacos antioxidantes (preparado por el Centro de Instrumentacion Cientifica
de la Universidad de Granada) fue consumido dentro del plazo marcado para
evitar su alteracion. En todos los casos el suministro de agua siempre fue ad
libitum.

Desde el momento en el que se inici6 el tratamiento con los farmacos
antioxidantes (a la edad de 40 semanas) hasta que terminé el estudio se
realizaron dos sacrificios de animales (para obtener muestras de higado y
riflones para los estudios bioquimicos) a las edades de 48 y 62 semanas.

Este estudio fue realizado de acuerdo con las directrices del Consejo de
Europa y el R.D. 223/88 sobre la utilizacién y cuidado de animales de
laboratorio y fue aprobado por la Universidad de Alicante.

La diferencia de edad entre los ratones de la poblacién inicial era de + 1

semana.
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3.2. Estudio de parametros no invasivos fisiologicos y conductuales

Para los estudios longitudinales, fisiolégicos y de conducta, se identifico
cada animal perteneciente a cada jaula de 7 animales, marcando los ratones
en el pelo mediante acido picrico diluido. La cabeza, la porcién superior de las
patas delanteras o traseras, el extremo caudal del lomo y su combinacién
fueron los lugares marcados. Este procedimiento de identificacién, por su
inocuidad para el animal, su sencillez y por su permanencia sobre el pelo del

animal, es adecuado para estudios de media y larga duracién en roedores
albinos.

3.2.1. Consumo promedio de alimento

Partiendo de 600 g de pienso seco inicial por jaula, la ingesta media se
determiné para cada grupo de estudio mediante la determinacién quincenal,
por jaula, del peso del alimento que quedaba en el compartimento. Los datos

se expresan como gramos de pienso consumido por raton y por dia.

3.2.2. Determinacion del peso corporal

El peso corporal es uno de los parametros fisiologicos mas faciles de
determinar, y ademas proporciona gran informacién acerca del estado de
salud del animal. En este estudio el peso corporal se midié6 quincenalmente
para cada ratén, perteneciente a los distintos grupos: control, NAC y TP,
durante todo el periodo de estudio. Para ello se utiliz6 una balanza (Salter

electroscale KE-120) con una precision de 0,1g.

3.2.3. Parametros de conducta

Todas las evaluaciones de las pruebas de vitalidad y conducta se
llevaron a cabo en el mismo recinto donde estaban estabulados los ratones,
con el fin de evitar posibles interferencias en las respuestas de los animales
debido al transporte a otro lugar de ensayo. Los ensayos se realizaron entre

las 10 y 14 horas para minimizar posibles variaciones en ritmos circadianos.
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a) Medida de parametros de vigor y coordinacion neuromuscular

La evaluaciéon de la vitalidad de los animales se realiz6 utilizando la
técnica de la cuerda tirante descrita por Miquel y Blasco (1978). La correcta
resolucion del test requiere que los ratones superen en un minuto o menos la
prueba de llegar a uno de los dos extremos de una cuerda tensada y fina, tras
sufrir una situacion de estrés como es, al comienzo de cada prueba, sujetarlos
del rabo con los dedos, colgando cabeza abajo y dejandoles coger, a intervalos,
la cuerda con las patas anteriores.

Cuando se colocan animales jovenes en la cuerda, son capaces de
agarrarse a ella con las cuatro patas e incluso el rabo y desplazarse en menos
de un minuto hasta alcanzar uno de los dos extremos. Los ratones viejos
suelen permanecer inmoviles colgados con las patas delanteras o bien, al ser
incapaces de sujetarse con las cuatro patas, caen al lecho de virutas.

Se empleé una cuerda de canamo de 1 mm de diametro atada a dos
soportes firmemente anclados y distantes entre si 60 cm, quedando a una
altura de 40 cm sobre un lecho de virutas. La cuerda se tensé al méaximo
(Figura 11).

Figura 11. Procedimiento de evaluacion de vigor y coordinacién neuromuscular
mediante la técnica de la cuerda tirante. Raton capaz de alcanzar un extremo de

la cuerda en menos de 1 minuto
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El procedimiento fue el siguiente: se retir6 al ratén de su jaula de
procedencia cogiéndolo cuidadosamente de la cola, y se mantuvo suspendido
de la cola durante 10 s a una distancia aproximada de 1 cm de la cuerda en
su parte central. Se le permitido durante estos 10 s llegar a tocar y agarrarse
con sus patas delanteras a la cuerda en tres ocasiones. Finalmente, se dejo al
animal agarrado de ella solamente con las patas anteriores y se comenzo a
cronometrar el tiempo que tardaba el raton en alcanzar uno de los extremos
de la cuerda. Si el animal caia al lecho de virutas o no llegaba a uno de los dos
extremos de la cuerda, inmediatamente se repetia por segunda vez la
manipulacion anterior pero manteniéndolo en esta ocasion suspendido de la
cola tan solo 5 s.

La correcta resolucion del test requiere que los ratones lleguen en un
minuto como méaximo a cualquiera de los dos extremos de la cuerda tensada,
bien en el primero, bien en el segundo intento. Una vez finalizada esta prueba,
se retira al animal y a continuacion se le somete al siguiente test, en el

laberinto en forma de T.

b) Medida de la actividad exploratoria espontanea.

Se utiliz6 un laberinto en T en base a disefios empleados para estudios
de memoria espacial por Dean y Key (1981). El laberinto consta de tres brazos
en forma de T, con paredes de conglomerado de madera cuyas caras internas
estan recubiertas con chapa plastica negra. La medida de cada brazo dela T
es 25 cm de largo, 10 cm de ancho y 20 cm de alto (todas las medidas
referidas son internas). El suelo del laberinto consiste en varillas cilindricas de
aluminio de 3 mm de grosor, colocadas a una distancia de 5 mm una de otray

situadas transversalmente a las paredes laterales de cada brazo (Figura 12).
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Figura 12. Laberinto en T para la evaluacién de la actividad exploratoria

espontdnea. Ratén saliendo del primer brazo.

El laberinto se colocé en el suelo del recinto del estabulario sobre papel
blanco de filtro. En todos los ensayos fue situado en la misma posicién bajo
iluminacién directa de dos tubos fluorescentes de 25w, en el techo, a una
distancia de 2,5 m. La iluminacién sobre los tres brazos del laberinto era la
misma.

El método para medir la actividad exploratoria espontanea se basé en
el tiempo empleado por un ratén en recorrer el brazo de salida del laberinto en
forma de T sin suministro de cualquier tipo de refuerzo positivo o aversivo. Se
tomé al ratén por la cola cuidadosamente y se colocd junto a la pared del
brazo de salida de la T, en la zona distal de la convergencia de los brazos. Se
comenzo a registrar el tiempo (en segundos) con un cronémetro hasta que el
animal salid6 completamente (con las cuatro patas) del brazo inicial. Se le
concedié una segunda oportunidad al ratéon que no consiguié salir del brazo

del laberinto en menos de un minuto (De Juan, 1994).
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3.3. Obtencion de muestras de tejidos para estudios bioquimicos

El sacrificio de los animales se realizé por decapitaciéon previa ligera
anestesia en atmosfera de éter. Inmediatamente se pasé a la extraccion de los
organos (higado y rifiones) de cada animal. Todo el procedimiento de
aislamiento se realizé a 4°C. Cada o6rgano de cada animal fue procesado

individualmente para el aislamiento de mitocondrias.

3.4. Aislamiento de mitocondrias de higado y de rifion y determinaciéon

de proteina mitocondrial

El aislamiento de mitocondrias de higado y rifién se llevd a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Rickwood et al. (1987) con algunas
modificaciones.

Tanto el higado como los rifiones se lavaron 3 veces con tampon
compuesto por sacarosa 250 mM, albumina sérica bovina (BSA) 0,5 mg/mL,
Tris/CIH 10 mM, EDTA-K 1 mM a pH 7,2 ajustado con KOH (tampén de
aislamiento) con la finalidad de eliminar restos de sangre. Se colocaron las
muestras de tejido en un papel de filtro para absorber el exceso de tampén, y
se pesaron en una balanza Salter-ADN modelo ER-60 con una precision de 0,1
mg. Se trocearon y homogenizaron en tampén de aislamiento a la
concentracion de 30% para higado y 10% para rifién (p/v). Se realizé una
homogenizacién en un homogenizador tipo “potter” de Teflon-vidrio (Braun)
mediante 10 pases de émbolo (0,1 mm de holgura) a 1000 rpm en intervalos
de 10 s.

Una vez obtenido el homogenizado, fue llevado a un volumen final de 15
ml, se centrifugé a 1000xg durante 10 minutos a 4°C en una centrifuga de
sobremesa, se deseché el precipitado formado de nucleos celulares y material
celular pesado. El sobrenadante recogido se centrifugdé a 8700xg durante 10

min a 4°C en una centrifuga refrigerada (Beckman J-21 con un rotor JA-20).
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Una vez finalizada la centrifugacion, el sobrenadante se deseché, y el
precipitado, es decir la fraccién mitocondrial, se resuspendié en 20 mL de
tampon de aislamiento y se volvié a centrifugar en las condiciones anteriores
para lavar y eliminar restos celulares. Se deseché el sobrenadante y el
precipitado fue resuspendido en el minimo volumen posible (1-1,5 mL) de
tampo6n de ensayo, tampoén constituido por manitol 220 mM, sacarosa 70 mM,
albtimina sérica bovina libre de acidos grasos (BSA FFA) 0,5 mg/mL, Tris/CIH
50 mM, CIK 30 mM a pH 7,4 ajustado con KOH, mantenido a 4 °C hasta su
utilizacién (Figura 13). Se tomé una alicuota para la determinacién del
consumo de oxigeno por las mitocondrias de higado y rifién.

El homogenizado mitocondrial restante fue alicuotado y congelado a
—80°C hasta el dia en que se realizaron las determinaciones enzimaticas que
se describen a continuacion.

La determinacién de proteinas se realiz6 utilizando el método de Lowry
(Lowry et al., 1951). El rendimiento obtenido durante este proceso fue del
orden de 10,63 £ 3,5 y 3,78 + 1,18 mg de proteina por gramo de higado y

rifién respectivamente.
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Anestesia con éter

Decapitacion

Y

Extraer 6rganos (higado y rifiones)

Y

Lavar érganos

Pesar 6rganos

Y

Homogenizar érganos en Potter teflon-vidrio”Braun”

1.000 rpm, 10 pases cada 10s
Y

Centrifugar homogenado 1.000xg 10 min 4°C

—

Precipitado Sobrenadante

2 8.700x g 10 min 4°C,rotor JA 20

Sobrenadante Precipitado

\ 4
Resuspender en 20 mL de Tampé6n Aislamiento

@3 8700x g 10 min 4°C,rotor JA 20

/\

Precipitado Sobrenadante

Resuspender en.0,5 mL de Tampén Ensayo

Y

Determinaciones

FIGURA 13. Protocolo de aislamiento de mitocondrias de higado y riién
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3.5. Determinacion del consumo de oxigeno

La actividad respiratoria de las mitocondrias fue determinada con un
electrodo de oxigeno de Clark (SYS203, INSTECH), siguiendo el método descito
por Palmero (1992).

La calibracion del electrodo se realiz6 midiendo el porcentaje de
saturacion de oxigeno en 600uL de tampén de respiracién (tampén de ensayo
suplementado con rotenona 4uM, acetato 10mM, fosfato 0,2mM, ClbMg 3mM,
EDTA-K 0,5mM) en la camara bien sellada. La lectura del 0% de oxigeno se
obtuvo mediante la adicion al medio de ditionito sédico.

Tanto la calibracién del electrodo de oxigeno como el estudio de la
respiracion mitocondrial se llevé a cabo a 25°C, manteniendo siempre la
solucién en agitacion suave y constante.

La determinacion del consumo de oxigeno se inicié una vez estabilizada
la lectura del electrodo de oxigeno con tampén de respiracion. En ese
momento se afiadié la suspension de mitocondrias (40 uL de mitocondrias de
higado y rifién), y se dejé que se estabilizara el registro (alrededor de 30 s).

La respiracion mitocondrial se inici6 con la adicién al medio de
succinato 5 mM, sustrato de la cadena de transporte electrénico, (estado 4 o
de reposo de la respiracién), registrando lecturas cada 30 s. Una vez
estabilizado el consumo de oxigeno, se afiadié6 al medio ADP 0,4mM, pasando
al estado 3 o estado activo de la respiracién mitocondrial, registrando lecturas
cada 30 s.

El indice de respiracion mitocondrial se obtuvo a partir de la relacién de
los estados 3 y 4 de la respiraciéon, constituyendo ésta una medida del
acoplamiento entre fosforilacién oxidativa y respiracién mitocondrial. Los
resultados se expresan como umoles de O2 consumido/mg proteina x min.

Para comprobar la integridad de la membrana mitocondrial, tras la
adicién de ADP se afiadié al medio un inhibidor del transporte de nucleétidos,
atractilésido 60 uM, se dejo estabilizar al sistema y se volvié a afiadir ADP.

Tanto mitocondrias como sustratos se anadieron wutilizando

microjeringas, evitando la formacién de burbujas en la camara.
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3.6. Determinaciones enzimaticas

Se realiz6 la determinacién de la actividad de dos enzimas

mitocondriales, citrato sintetasa y citocromo c oxidasa.

3.6.1. Actividad citocromo c oxidasa

Se escogi6 este enzima para el presente estudio porque es el complejo
respiratorio mitocondrial mas alterado por el envejecimiento (Ferrandiz et al.,
1994).

La actividad citocromo ¢ oxidasa (EC 1.9.3.1), se determind
espectrofotométricamente, segin el método descrito por Wharton y Tzagaloff
(1967). Se midi6 la tasa de oxidacién del citocromo ¢ reducido a oxidado por €l
enzima citocromo c oxidasa, utilizando como blanco ferricianida potéasica.

En primer lugar, se redujo el citocromo c al 1%: Para ello, se pesé el
citocromo c y se disolvié en el 60 % del volumen final con tampén fosfato
potasico (KP) 10 mM, al que se le afiadié una puntita de espatula de
borohidruro de sodio (NaBH4) para reducirlo y se incubé durante 30 min a
4°C. Transcurrido el periodo de incubacién, y para eliminar el exceso de
NaBHa4, se ajusto el pH de la disolucién a 7,1 con acido clorhidrico 1N y se
llevé al volumen final.

La absorbancia se determiné afadiendo a una cubeta 0,1 mL de
tampén KP 10 mM, 0,07 mL de citocromo c¢ reducido y 0,81 mL de agua
destilada. Para iniciar la reaccién se afiadié simultdneamente 20uL de la
muestra a la cubeta de la muestra y 20 pL de ferricianida potasica 0,1M a la
cubeta del blanco.

La disminucion de absorbancia a 550 nm (debida a la oxidacién del
citocromo c reducido), se determiné a intervalos de 10 s durante 1 min a 37°C
en un espectrofotémetro Hitachi U-2.000.

La actividad especifica del enzima (S.A.) se calculé utilizando la
siguiente reaccién:

S.A.= (k x [cit. C])/[enz]
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donde k = 2,3 x log (AO/Almin), expresada en min-!, [cit. C] es la
concentracion de citocromo ¢ que se anadié (0,08M), y [enz] es la cantidad de
enzima que se afadi6 expresada en mg de proteina.

Los resultados se expresaron como actividad especifica (S.A.) por mg de

proteina.

3.6.2. Actividad citrato sintetasa

El enzima citrato sintetasa se encuentra en la matriz mitocondrial,
pertenece al ciclo de Krebs y es codificado por el ADN nuclear. Se utiliza como
marcador de la capacidad metabdlica de las mitocondrias y también es
utilizado como indicador de la cantidad de mitocondrias presentes en la
preparacion (Morel et al., 1995).

Se determiné midiendo la formacioén de citrato a partir de acetil-CoA y
oxalacetato (OAA), segiin el método descrito por Williams et al. (1998).

La absorbancia se midi6 anadiendo a una cubeta: 0,1 mL de Tris
0,75mM, 0,1mL de DTNB 1mM, 0,1 mL de Tritén X-100 1%, 0,05 mL de Acetil
CoA 8,6mM, 0,58 mL de agua destilada y 0,02 mL de muestra. La reaccién se
inici6é con la adicién de 0,05 mL de OAA 10mM a la cubeta de la muestra,
frente a un blanco que no llevaba OAA.

El aumento de absorbancia a 412 nm se siguié a intervalos de 30s
durante 3 minutos y a 30°C, en un espectrofotémetro Hitachi U-2.000.

La concentracion de actividad catalitica ([A.C.]) del enzima citrato
sintetasa se calculé seglin la siguiente reaccion:

[A.C.]=Abs xVxcem xd xtxv
donde Abs es la absorbancia a tiempo 3 min menos la absorbancia a tiempo 0,
V es el volumen final del ensayo (1 mL), cem es el coeficiente de extincién
molar de citrato sintetasa, d es el paso de luz de cubeta (10mm), t es el tiempo
en minutos y v es el volumen de muestra anadido.

Los resultados se expresaron como concentraciéon de actividad catalitica

por mg de proteina.
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3.6.3. Determinacion de malondialdehido

El método del acido tiobarbiturico (TBA) se utiliza para analizar la
peroxidacion lipidica. En este proceso, uno de los productos finales es el
malondialdehido (MDA), un compuesto que reacciona con el acido
tiobarbiturico (TBA) dando lugar a la formacion de un compuesto coloreado
rosa y que tiene un maximo de absorcién a 535 nm. Se siguié el protocolo
descrito por Fraga et al. (1988).

A 50uL de homegenizado (de higado o rifién) se le afiadié 75 uL de acido
fosforico y 25 uL de TBA y 5 pL de hidroxitolueno butilado (BHT), se agité en
vortex , se incubé durante 60 minutos a 95 °C, transcurrido ese periodo de
tiempo se afadié 150 uL de solucién neutralizante (compuesta por 500 pL de
NaOH 1IN y 4,5 mL de acetonitrilo), se centrifugo enseguida a 13000 rpm
durante S5 minutos a 4° C y se inyectaron 20 pL del sobrenadante en el
cromatégrafo liquido de alta resolucién (HPLC) (el flujo fue de 0,4 mL/min y el
detector U.V a 535 nm).

La concentracion de MDA de las muestras se calculé por extrapolacién
a una curva patrén de concentraciones conocidas de MDA (desde 10 mM,
hasta 0,1 mM).La fase mévil utilizada fue acetonitrilo/agua (70/30%)

En la fase de incubacién durante 60 minutos a 95 °C se produce la
hidroélisis de los lipoperéxidos, con la consiguiente liberaciéon de MDA. Este se
conjuga con 2 moléculas de TBA, por lo que se determina el aducto MDA-
(TBA)2 como indice de peroxidacion lipidica. Sin embargo, este aducto es muy
inestable, por lo que hay que centrifugar y pinchar en el HPLC rapidamente
tras afiadir la solucién neutralizante. Por otra parte, la adiciéon del
antioxidante BHT previene la autooxidacion de la muestra durante la fase de

calentamiento, evitando obtener valores de MDA artificialmente altos.
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4. Métodos estadisticos

Se ha realizado una estadistica descriptiva de cada una de las variables
calculando los parametros caracteristicos: media, desviacién tipica. La
comparacién de las medias normales entre dos grupos experimentales se
efectud por el test de la t de Student (de doble cola).

Para los resultados expresados como porcentajes se realizé el estudio
estadistico mediante la comparacién de dos proporciones, aplicando la
Correccion de Yates.

Se consideré6 que no habia significacion cuando el valor de la
probabilidad de significacion (p) fue mayor de 0,05. Se dio el valor de
“significativo” para p<0,05.

Todos los datos fueron tratados con los programas informaticos SPSS,
Excel 2000. Todos los graficos fueron obtenidos gracias a los programas

informaticos SigmaPlot 3.0 y Excel 2000.
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1. Modelo de envejecimiento celular in vitro

El principal objetivo de esta investigaciéon fue demostrar el efecto
protector de diferentes compuestos antioxidantes (vitamina C, N-acetil-cisteina
y tioprolina) sobre células del EPRb expuestas a estrés oxidativo. Para ello, se
valor6 el grado de dano celular determinando la concentracién intracelular de

ATP y los niveles de LDH liberados al medio por estas células.

1.1. Induccion de dafno celular por peroxinitrito

Se observé una disminucién dosis-dependiente de la concentracién de
ATP cuando se incubaron las células con PN como se observa en la Figura 14.
Asi, cuando la concentraciéon de peroxinitrito utilizada fue 50 pM el contenido
en ATP celular disminuy6 a la mitad mientras que cuando la concentracién
fue 100 uM la concentracion disminuyé un 94% y a partir de 250 yM no varié

la concentracion de ATP.
140 -
120 -
100

80 -

% ATP
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40 | ;

20

Control S0 uM 100 uM 250 uM 500 uM

Figura 14. EFECTO DEL PEROXINITRITO SOBRE LOS NIVELES DE ATP.

Efecto del PN sobre la concentracion intracelular de ATP en células de EPRb tras 1 h
de incubacién con distintas concentraciones de PN. Las células se recogieron
mediante tripsinizacion, y se determindé la concentracién intracelular de ATP
mediante bioluminiscencia, como se indica en la seccion Material vy Métodos. Las
barras representan la media = D.E. de tres experimentos realizados por triplicado ((*)

= p <0,05 al comparar con el grupo control, sin PN).
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Se comparo6 el efecto de NAC (antioxidante) con dos inhibidores de PARP
(3-aminobenzamida (3-AB) y nicotinamida (NM)) utilizando PN (50 y 100uM)
como inductor del dafio celular.

Como se observa en la Figura 15, al utilizar PN 50 uM, ni NAC ni 3-AB
y NM 0,1 mM mostraron efecto protector sobre la concentracion de ATP
intracelulares mientras que si se observé una proteccién significativa en
presencia de concentraciones superiores (1 y 10 mM), observandose el

maximo efecto con NAC 10 mM.

mo,1 mM
Bl mM

% ATP

NAC 3-AB NM

Figura 15. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE PARP Y NAC SOBRE EL ATP.

Se determiné el efecto protector de los inhibidores de la PARP y NAC sobre la
concentracion intracelular de ATP en células de EPRb. Las células se preincubaron
con diferentes concentraciones de farmacos y fueron expuestas a PN 50 uM durante
1 hora, de acuerdo al protocolo descrito en la seccion de Material y Métodos. ((*) =
p<0,05 frente al grupo control sin PN; (#) = p<0,05 frente a PN 50 uM).

Sin embargo, en presencia de PN 100 uM, NAC 1 mM fue ineficaz
mientras que NAC 10 mM si mostré un efecto protector frente a PN 100 uM
(Figura 16). Al preincubar las células con 3-AB se observé una accién

protectora a ambas concentraciones 1 y 10 mM mientras que NM al igual que
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NAC solo mostro efecto protector a la concentracion mas alta, o sea 10 mM.
Como se observa en la Figura 16, los farmacos a la dosis mas alta preservaron

el contenido de ATP intracelular pero nunca alcanzaron los valores del control.

o -

120 . Bl mM
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100
|
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Figura 16. EFECTO PROTECTOR DE LOS INHIBIDORES DE PARP Y NAC SOBRE
LOS NIVELES INTRACELULARES DE ATP y PN 100 pM.

Efecto protector de los inhibidores de PARP y NAC sobre la concentracién intracelular
de ATP en células de EPRb. Células preincubadas con diferentes concentraciones de
farmacos e incubadas durante 1 hora con PN 100 uM. Las barras representan la
media = D.E. de tres experimentos realizados por triplicado. ((#) = p<0,05 al comparar
con el grupo control sin PN; (*) = p <0,05 frente a PN 100uM).

Al igual que en las anteriores condiciones de estrés oxidativo, también se
estudi6 la viabilidad celular determinando la secrecion de LDH al medio de
cultivo. El peroxinitrito también redujo la viabilidad celular de forma dosis-
dependiente incrementando significativamente los niveles de LDH secretado al
medio conforme aumenta la dosis de PN llegando a alcanzar niveles del 100%
de actividad LDH en el medio de cultivo con la dosis mas alta de PN (500uM)

como se observa en la Figura 17.
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Figura 17. EFECTO DE PN SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR DEL EPRb.

La viabilidad celular se determin6 midiendo la actividad LDH secretada al medio de
cultivo por células de EPRb incubadas durante una hora con concentraciones
crecientes de PN, segiun el protocolo descrito en la seccién de Material y Métodos. Las
barras representan la media + D.E. de tres experimentos realizados por triplicado, (¥

= p < 0,05 vs control.

Se estudioé el efecto de los inhibidores de PARP y NAC sobre la viabilidad
celular. Para ello se preincubaron las células con la dosis mas alta de
estudiada anteriormente (10 mM), que mejor efecto presenté en la
preservacion de los niveles de ATP, y posteriormente se incubaron con PN
S50uM. Se observo una disminucion significativa de la actividad LDH en el
medio de cultivo con los tres farmacos siendo NAC el que mas se aproximé a

los niveles control (Figura 18).
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Figura 18. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE PARP Y NAC SOBRE LA
VIABILIDAD CELULAR.

Se estudi6 el efecto protector de los inhibidores de la PARP (3-AB y NM) y del
antioxidante NAC sobre la viabilidad de las células de EPRb expuestas a PN 50uM
durante 1 hora. El efecto se determinod midiendo la actividad LDH secretada al medio
por células de EPRb siguiendo el protocolo descrito en la seccién de Material y
Métodos. Las barras representan la media + D.E. de tres experimentos realizados por
triplicado, (*) = p < 0,05 vs control; (#) = p< 0,05 vs 50uM PN.
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1.2. Induccion de estrés oxidativo por agentes quimicos

Cuando el estrés oxidativo fue inducido por ascorbato e ién ferroso
(Asc/Fe2+), la concentracion de ATP no varié con respecto a las condiciones
control, al incubar las células con tampoén Hepes (Figura 19), mientras que, si
se observé un descenso en la concentracion de ATP al inducir hipoxia
mediante incubacién con oligomicina y acido iodoacético (OL-IAA), al igual que
cuando se indujo glucopenia mediante exposicion al acido iodoacético (IAA) y
cuando se incubaron las células en presencia de compuestos capaces de

inducir efectos patolégicos (OL-CN-IAA) similares a los de la isquemia.
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Figura 19. NIVELES DE ATP EN CONDICIONES DE ESTRES OXIDATIVO.

Se determind la concentracion intracelular de ATP en células del EPRb sometidas a
estrés oxidativo, hipoxia, glucopenia o isquemia siguiendo el protocolo experimental
descrito en la seccién de Material y Métodos. Las barras representan la media + D.E.
de tres experimentos realizados por triplicado.(*) p< 0,05 con respecto a los
resultados obtenidos en condiciones control.
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Todos los antioxidantes utilizados protegieron a las células sometidas a
hipoxia mientras que tras la exposicion a glucopenia solo NAC fue capaz de
proteger frente al dafio celular, TP previno la disminuciéon de la concentracién
de ATP sin alcanzar los niveles del control, mientras que VC fue ineficaz.

Por otra parte, en el modelo de isquemia quimica, VC y NAC
protegieron significativamente la disminucién de los niveles de ATP sin
alcanzar los niveles del control (0,32 + 0,09) (Figura 20), mientras que en este

caso TP fue incapaz de mantener los niveles de ATP.
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Figura 20. EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LOS NIVELES DE ATP.

Efecto de la vitamina C (300 uM), N-acetil-cisteina (10 mM) y tioprolina (3 mM) sobre
la concentracion intracelular de ATP en células de EPRb sometidas a hipoxia,
glucopenia o isquemia quimica, determinado segiin esta descrito en la seccion de
Material y Métodos. Las barras representan la media + D.E. de tres experimentos
realizados por triplicado. (#) = p<0,05 frente control, (*) = p< 0,05 comparado con el

estrés correspondiente.

La viabilidad celular se determind midiendo la secreciéon al medio de
cultivo del enzima LDH, indicador de la integridad de la membrana
plasmatica. Como se puede observar en la Figura 21, se produjo un marcado

aumento de la actividad de este enzima en el medio de cultivo con respecto a
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las condiciones control cuando las células se incubaron en condiciones de
hipoxia e isquemia, mientras que en las demas condiciones experimentales
solo se observo un ligero aumento no significativo de la liberacién al medio de

este enzima.
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Figura 21. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR.

Se determind la actividad LDH secretada al medio por las células de EPRb sometidas
a estrés oxidativo, hipoxia, glucopenia e isquemia, siguiendo el protocolo descrito en
la seccion de Material y Métodos. Las barras representan la media + D.E. de tres

experimentos realizados por triplicado. (*) p< 0,05 vs control.

Como ya se ha mostrado anteriormente, el incremento de la secrecién
de LDH al medio de cultivo se produjo en las condiciones experimentales de
hipoxia quimica e isquemia (Figura 21). Cuando las células fueron pretratadas
con los antioxidantes durante dos horas antes de ser sometidas a hipoxia
qguimica, se observdo como el incremento de LDH en el medio disminuyé
significativamente cuando las células se trataron con NAC y TP (Figura 22),
siendo TP el antioxidante que mantuvo los niveles de secrecién (2,98 + 0,59)

maés proximos a los niveles de las condiciones control (3,34 £ 1,27).
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Mientras que en la condiciéon de glucopenia (IAA, la secrecion de LDH
al medio de cultivo no incrementé significativamente), al incubar las células
con VC, disminuyeron significativamente los niveles de secreciéon al medio, TP
los mantuvo similares a las condiciones control y de glucopenia y
paradéjicamente NAC incremento6 significativamente los niveles de secrecion al
medio de cultivo.

En la condicién de isquemia se produjo un ligero aumento significativo
en los niveles del enzima secretado al medio de cultivo (Figura 21) que
disminuyeron significativamente cuando las células se preincubaron con TP,
alcanzando los valores de las condiciones control (3,46 = 0,26 y 3,34 + 1,27
respectivamente). Cuando el antioxidante fue VC se produjo un ligero
descenso significativo de la secrecion al medio de LDH con respecto a los
niveles obtenidos en presencia de OL-CN-IAA mientras que NAC volvié a

producir un incremento de la secrecion al medio de LDH (Figura 22).

M Estrés BVC ENAC TP

— — = — —
ba B (S AR o]
|

(% actividad LDH total)
N o W O

Actividad LDH en el medio

(=]

OL-CN IAA OL-CN-IAA

Figura 22. EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR.
Se determiné la concentracion de LDH secretado al medio de cultivo en células de
EPRbD incubadas en ausencia o presencia de antioxidantes: VC 300uM, NAC 10mM y
TP 3mM y sometidas a diferentes condiciones de estrés oxidativo hipoxia, glucopenia
0 isquemnia quimica, siguiendo el protocolo descrito en la seccion de Material y
Métodos. (*) = p < 0,05 vs control (3,34 £ 1,27) y (#) = p <0,05 frente a la condicién de

estrés oxidativo.
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1.3. Inducciéon de dano celular por hipoxia

Una exposicién prolongada a bajas concentraciones de oxigeno induce
un dano en las células del EPRb. Como se puede observar en la Figura 18,
cuando las células se incubaron durante 72 horas en medio de cultivo sin
suero fetal bovino y con una concentraciéon de Oz al 3 % se produjo una
disminucién significativa en la concentraciéon intracelular de ATP comparada
con los niveles obtenidos en las condiciones control (21 % de Ox).

Como se observa en la Figura 23 la concentracién de ATP fue
preservada solamente cuando las células fueron tratadas con tioprolina que

mantuvo la concentraciéon de ATP préxima a la observada en condiciones

control.
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Figura 23. EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LOS NIVELES DE ATP.

Contenido intracelular de ATP en células de EPRb incubadas durante 72 horas en
normoxia e hipoxia, y en presencia de antioxidantes. Se siguié el protocolo descrito
en la seccion de Material y Métodos. Las barras representan la media + D.E. del
contenido intracelular de ATP, de tres experimentos realizados por triplicado ((*) =p<

0,05 comparado con el control en normoxia, (#) = p< 0,05 vs control hipoxia).
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Se determiné la viabilidad celular tras someter a una hipoxia prolongada

a las células midiendo los niveles de LDH secretados al medio de cultivo. Se

observé un incremento significativo de la actividad LDH en condiciones de

hipoxia al comparar con los resultados obtenidos en condiciones control
(Figura 24).

Cuando las células se incubaron en hipoxia y en presencia de los

antioxidantes se observé una reduccion significativa en la liberacién al medio

de LDH, siendo el tratamiento con tioprolina el mas efectivo.
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Figura 24. EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR

Se determiné la actividad de LDH secretada al medio de cultivo por células de EPRb
incubadas en normoxia (21% de O2) o en hipoxia (3% de O2), y en presencia de
antioxidantes, siguiendo el protocolo experimental descrito en la seccién de Material
y Métodos. Las barras representan la media + D.E. del porcentaje de LDH total
secretado al medio de cultivo en tres experimentos realizados por triplicado. ( (#) =

p< 0,05 vs control normoxia; (*) = p< 0,05 vs control hipoxia).
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1.4. Induccion de apoptosis por estrés oxidativo

1.4.1. Deteccion mediante tincion con Hoechst

En el presente estudio se realiz6 la tincion Hoechst en los diferentes
modelos de induccion de estrés oxidativo en las células de EPRb para
comprobar si inducian apoptosis.

Los resultados se indican en las figuras presentadas a continuacion. En
las células de EPRb la apoptosis no muestra el tipico patréon de cuerpos
apoptéticos, en el que el nucleo se divide en pequefios fragmentos dando la
impresién de que hay mas de una célula. Cuando las células de EPRb sufren
apoptosis muestran una reduccién del tamafno del nicleo y una mayor
fluorescencia que en condiciones normales (Osborne et al., 1997).

En la Figura 25 se muestra la tincién de los nucleos de células que se
incubaron en medio de cultivo control. Como se puede apreciar, la
fluorescencia es muy tenue y el aspecto de los nucleos es el de una célula

normal.

Figura 25. MORFOLOGIA DE CELULAS DE EPRb. TINCION DE HOECHST.

Aspecto de las células de EPRb sin ningan tipo de estrés oxidativo. Las células se
incubaron en medio de cultivo y posteriormente se realizé la tincién con Hoechst
33258 (0,05 pug/mL) durante 25 min., siguiendo el protocolo descrito en la seccién de

Material y Métodos. Barra =20 pym
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Cuando las células se incubaron con PN 50 uM se observé apoptosis
como se muestra en la Figura 26, mientras que con las concentraciones mas
altas estudiadas se producia un aumento dosis dependiente de muerte por

necrosis. Esta apoptosis inducida por PN 50uM fue prevenida cuando las

células se incubaron con NAC 10mM como se observa en la Figura 27.

Figura 26. INDUCCION DE APOPTOSIS CON PN 50uM.

Estudio morfolégico de la apoptosis en células del EPRb mediante tincién con
Hoechst. Las células del EPR tras 1 horas de exposicién a 50 uM PN fueron tefidas
siguiendo el protocolo descrito en la seccién de Material y Métodos. Las flechas

blancas sefialan os nucleos apoptoticos. Barra =10 ym

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2002



Modelos de envejecimiento in vitro e in vivo, estrés oxidativo y proteccién antioxidante. Maria del Mar Castillo Paterna

Resultados

Figura 27. EFECTO PROTECTOR DE NAC SOBRE PN S0uM.

Las células se preincubaron durante 1 hora con NAC 10mM y posteriormente fueron
expuestas a PN 50 uM durante 1 hora y se tineron siguiendo el protocolo descrito en
la seccidon de Material y Métodos.Las flechas blancas indican los nucleos apoptéticos

y las rojas los nucleos no apoptéticos. Barra= 10 uym

En la Figura 28 se observa la ausencia de apoptosis en las células de
EPRb expuestas a hipoxia quimica, glucopenia y a isquemia quimica,
morfologia que también se observé cuando las células se incubaron con los
antioxidantes previamente a la incubacion con los diferentes agentes quimicos
inductores del estrés oxidativo. Como se puede observar, la morfologia celular
no varia con respecto a la de las células control, no sometidas a ninglin tipo

de estrés (Figura 25).
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Figura 28. EFECTO DE LA HIPOXIA QUIMICA SOBRE LA APOPTOSIS.

Las células se incubaron durante 15 min con OLCN para someterlas a hipoxia
quimica y posteriormente se fijaron con PFA 4% para tehirlas segan el protocolo de la

Tincién con Hoechst descrito en Material y Métodos. Barra= 20um.

Como se muestra en la Figura 29, en las condiciones de hipoxia
ambiental (3% de Oz durante 72 horas) se observé apoptosis. Cuando las
células se preincubaron con los antioxidantes y posteriormente se expusieron
a una hipoxia prolongada (3% de O, durante 72 horas) se observé que los
antioxidantes protegian frente al dafio celular producido por la exposicién a
las bajas concentraciones de oxigeno como se observa en la Figura 30, donde
el antioxidante utilizado fue VC, menos efectivo que NAC (Figura 31). El

antioxidante mas efectivo fue TP como se observa en la Figura 32.
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Figura 29. INDUCCION DE APOPTOSIS CON HIPOXIA AMBIENTAL.
Se observa la morfologia de las células del EPRD tras haber sido incubadas durante
72 horas en una atmosfera al 3% de O: con medio de cultivo sin SFB. Las flechas

senalan los nucleos apoptéticos. Barra= 10um.

Figura 30. EFECTO DE VC SOBRE LA HIPOXIA AMBIENTAL.

Las células del EPRD se preincubaron durante 2 horas con VC antes de ser expuestas
a una hipoxia ambiental transcurrido el periodo de incubacién se realizé la tincién
con Hoechst.Las flechas blancas indican los nucleos apoptéticos v la rojas los no

apoptoticos. Barra= 20um.
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clulas se preincubaron con NAC durante 2 horas y posteriormente se incubaron
durante 72 horas en una atmoésfera al 3% O.. Transcurrido la incubacién se fijaron
con PFA al 4% y se realizo la Tincién de Hoechst siguiendo el protocolo descrito en
Material y Métodos. Las flechas blancas senalan los nucleos apoptéticos y las rojas

los nucleos no apoptéticos. Barra= 20um.

Figura 32. EFECTO DE TP SOBRE LA HIPOXIA AMBIENTAL

Las células se preincubaron con TP durante 2 horas y posteriormente se incubaron

durante 72 horas en una atmésfera al 3% Oz. Posteriormente se realizé la Tincién de
Hoechst siguiendo el protocolo descrito en Material y Métodos. Las flechas blancas

indican los niicleos apoptéticos y las rojas los nicleos no apoptéticos. Barra= 20um.
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1.4.2. Electroforesis en gel de agarosa

Después de determinar qué tipo de estrés induce muerte celular por
apoptosis mediante la tincién Hoechst, se confirmaron los resultados mediante
realizacion de electroforesis en gel de agarosa. Se utilizaron para este estudio
la hipoxia ambiental y el PN como inductores de apoptosis.

En la Figura 33 se muestra el efecto de diferentes concentraciones de
PN sobre las células del EPRb. La fragmentacién del ADN se muestra como
una “estela” que va disminuyendo su intensidad conforme aumenta la
concentracion de PN siendo la mas intensa la calle 4 correspondiente a la
concentracion de PN 50 uM, en las calles 5 a 7, en las que se representan
concentracioes crecientes de PN, disminuye la intensidad de la estela ya que la

muerte es por necrosis y no se produce fragmentacion del ADN.

Figura 33. INDUCCION DE APOPTOSIS POR PEROXINITRITO.

Se detect6 la muerte celular por apoptosis mediante electroforesis en gel de agarosa
siguiendo el protocolo experimental descrito en la seccién de Material y Métodos. La
fragmentacion del ADN se demuestra por una estela en las calles correspondientes. 1
y 8: Standard de ADN (X174 DNA/ HAE III); 2: Control negativo (solvente del PN); 3:
0 uM PN; 4, 5, 6 y 7: 50, 100, 250 y 500 uM de PN, respectivamente.
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Cuando las células se incubaron con los inhibidores de la PARP y el
antioxidante NAC a la concentracién 10 mM, se observdo como disminuia la
fragmentacion del ADN extraido de estas células al igual que sucedia en la
tincién de Hoechst, como se observa en la Figura 34, siendo NAC y 3-AB los

que mayor proteccion ofrecen (calles 6 y 4, respectivamente).

Figura 34. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE PARP Y NAC SOBRE LA
APOPTOSIS INDUCIDA POR PEROXINITRITO.

Se determiné el efecto protector de los inhibidores de la PARP (3-AB y NM) y NAC
sobre la muerte celular por apoptosis inducida por PN 50uM, segun el prototoclo
experimental descrito en Material y Métodos. Para ello se realizd electroforesis en gel
de agarosa siguiendo el protocolo experimental descrito en la seccion de Material y
Métodos. La fragmentacién del ADN se demuestra por una estela en las calles
correspondientes. Calles 1 y 7: Standard de ADN (©X174 DNA/ HAE IIl); calle 2:
Control negativo (solvente del PNJ; calle 3: PN 50 uM; calle 4: PN 50 uM + 3-AB
10mM, calle 5: PN 50 uM + NM 10mM, calle 6: PN 50 uM + NAC 10mM.
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En células expuestas a hipoxia prolongada, se realizé6 una electroforesis
en gel de agarosa, en el que quedo reflejado la “tipica” estela de la
fragmentacion de ADN en la calle 3 (3% Ogz) no observada en la calle 2 ( 21%
Ogz), como se observa en la Figura 35, también se quedo reflejado como los
antioxidantes poseen un efecto inhibidor de la apoptosis, siendo el mas eficaz

TP (calle 6), seguido de NAC (calle 5).

Fignra 35. EFECTO PROTECTOR DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA
APOPTOSIS INDUCIDA POR HIPOXIA AMBIENTAL.

Se determind el efecto protector de los antioxidantes sobre la muerte celular por
apoptosis inducida por un exposicién prolongada de bajas concentraciones de O3,
mediante electroforesis en gel de agarosa siguiendo el protocolo experimental descrito
en la seccion de Material y Métodos. Calles 1 y 7: Standard de ADN (®X174 DNA/
HAE III); calle 2: Control 21 % Og; calle 3:Hipoxia( 3 % O3) calle 4: 3 % 02 + VC, calle
5: 3 % 02+ NAC; calle 6: 3 % Oz + TP.
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2. Modelo de envejecimiento in vivo

2.1. Supervivencia y parametros fisiologicos del ratén

2.1.1. Supervivencia de la poblacién

En el grupo de animales control, que a lo largo de todo el ensayo
recibieron pienso de mantenimiento, tuvo lugar una disminucién progresiva de
la supervivencia partiendo de un 100% al inicio del estudio. Asi se observé
una disminucion significativa (p<0,05) del numero de ratones supervivientes
en el grupo control hasta llegar a un 55% de supervivencia al terminar el
estudio.

De los ratones que consumian antioxidantes, aquellos cuya dieta fue
suplementada con TP tenian una mayor supervivencia (un 75 %), y los que
recibieron NAC en el pienso mostraban la mayor longevidad aunque, al
alcanzar el ultimo mes del estudio, la supervivencia disminuyé marcadamente
hasta un nivel del 60%.

Las medias de los valores del porcentaje de supervivencia de los ratones
NAC y TP, desde 50 a 62 semanas, eran significativamente diferentes (p<0,05)

en relacién con el porcentaje de supervivencia de los ratones control (Tabla 4;

Figura 36).
Edad 42 46 50 54 S8 62
Coniial 100 £ 0,01 95 + 0,01 B0 +£0,01= 72,5+ 3,5¢ 68 £ 4,0 55 0,01#
(20) (19) (16) (14) (13) (11)
NAC 100 £ 0,01 90 £0,01ab 90 £ 0,01ab 90 £ 0,012 90+ 0,01xb 67,5:10,6mb
{20) (18) (18) (18) (18) (12)
TP 100 £ 0,01 95 £0,01= 85+0,01=» 82,5% 3,540 77,5 £ 400 75+ 0,01ab
(20) (19) (17) (16) (15) (15)

Tabla 4. EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA SUPERVIVENCIA.

Porcentaje de ratones supervivientes en poblaciones control (alimentadas con pienso
estandar), v en las que consumian pienso suplementado con NAC o TP. Entre
paréntesis: numero de ratones supervivientes ((a) = p <0,05 vs control 42 semanas;

(b) = p <0,05 frente control misma edad).
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Figura 36. EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA SUPERVIVENCIA.
Curva de supervivencia de la poblacion de ratones hembra OF1, subdividida en tres
grupos: control, NAC y TP. Al inicio del estudio (a las 32 semanas): n=20 ratones por
grupo, y al final (62 semanas): n=11, 12 y 15, para los grupos control, NAC y TP,

respectivamente.

2.1.2. Peso corporal

Al comparar los resultados obtenidos en los ratones control con la curva
ponderal facilitada por los suministradores de la cepa estudiada (OF1) se
observo que, a cada edad investigada, el peso de los ratones de nuestra
poblacion estaba dentro del rango normal. El peso que al inicio del estudio, a
la edad de 32 semanas, era de 34,8 *+ 3,2g, se fue incrementando progresiva-
mente con el paso del tiempo, como se muestra en la Figura 37. Al finalizar el
estudio, a la edad de 62 semanas, el peso era de 38,4 = 4,9g.

En los animales de los grupos que consumian antioxidantes se observo
la misma tendencia al aumento del peso corporal. Asi en los animales tratados
con NAC el peso medio al inicio del estudio, de 35,3 = 1,7 g, se fue elevando
hasta alcanzar un valor de 38,5 + 1,7 g, y en los ratones que consumieron TP

el peso aumenté de 34,6 + 3,1 g hasta 39,5 £ 2,8 g (Figura 37).
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Aunque en los tres grupos de animales el peso aumentaba con el paso
del tiempo, no se observaron cambios significativos en este parametro debidos

a la edad o al consumo de antioxidantes.

—O—Controi
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45 -
40 A
=0
g 35
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30 -
25
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32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62
edad (semanas)

Figura 37. EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE EL PESO CORPORAL.

Cambios con la edad del peso corporal de los ratones. Se realizd una determinacién
cada dos semanas del peso de cada uno de los animales. En la grafica estan
representadas las medias + desviacién estandar de los animales control, NAC y TP

(n=20 por grupo).

El envejecimiento se acompafia de un aumento en la heterogeneidad de
los ratones en lo que respecta a los valores del peso corporal (como evidencia
el aumento de su desviacién estandar, de las 32 a las 62 semanas de edad).
Este efecto desorganizador del envejecimiento no tuvo lugar en los animales
que consumian NAC o TP, a causa de la probable accién protectora de estos
antioxidantes sobre los mecanismos homeostaticos que preservan el
mantenimiento de un peso normal. Si se compara la distribucién de valores
del peso corporal en intervalos de 5g, a diferentes edades, se observa que el
porcentaje de ratones de peso elevado (>40,0 g) de los tres grupos aumenta al

envejecer (Figura 38).
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Como se observa en esta figura, la curva de distribucion del peso de los
ratones control se “aplana” considerablemente con el paso del tiempo, al
ganar peso los ratones, mientras que en las curvas de los grupos que fueron
tratados con antioxidantes destaca un “pico” que refleja que la homeostasis de
estos animales es capaz de mantener el peso de la mayoria de los ratones en el
rango mas normal para esta edad de 36,0-40,9 g.

En resumen, el analisis estadistico de los datos revela que el porcentaje
de ratones que se encuentran en el rango de 31,0-35,9 g es significativamente
més elevado (p<0,05) a las 32-38 semanas que a una mayor edad. Por otra
parte, el porcentaje de ratones que se encuentran en el rango de 36,9-40,9 g
es mayor (p<0,05) para los animales tratados con antioxidantes que para los

animales control.

Distribucidén pesos. 32-38 semanas Distribucién pesos. 40-46 semanas
; ! 100 -
100 | —e—Control —e— Control
el | —m—NAC 80 _ —m— NAC
+TP | +TP
g 60 g 60 - '
5 g
® it
:E 40 | : 491
20 20 -
o , . , 0 . . = -
26-30g 31-35g 36-40g 41-45g >46g 26-30g 31-35g 36-40g 41-45g >46g
peso(g) pesolg)
Distribucién pesos. 48-54 semanas Distribucién pesos. 56-62 semanas
100 - i 100 —e— Control]
—#— Control | = NAC
80 4 —s— NAC 80 I+TP
" —a—TP ' ;
g g0 18 80
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20 4 20 -
O T T 0 T
26-30g 31-35g 36-40g 41-45g >46g 26-30g 31-35g 36-40g 41-45g =46g
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Figura 38. EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LA DISTRIBUCION DE
PESOS CORPORALES.
Se representa la distribucion de los pesos corporales de los ratones de varias edades,
expresada como % de ratones en cada rango de pesos (n=20 por grupo de cada edad).
(26-30 significa 26,0-30,9 g, 31-35 significa 31,0-35,9 g, etc).
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Como se puede observar en la Figura 39, nuestros datos sugieren que

el estudio de la distribuciéon de los pesos corporales de los ratones en el rango

31,0-40,9g proporciona un sencillo método para identificar los animales que

probablemente sufren un envejecimiento prematuro, es decir muestran una

edad biologica mayor que su edad cronolégica. Se puede observar en esta

Figura que el pico en la curva de los pesos de los ratones supervivientes (S)

corresponde al valor de 33-34 g, mientras que los picos de la curva de los

ratones no-supervivientes (NS) de la misma edad cronolégica (32-38 semanas)

y la de los ratones supervivientes, cuya edad cronolégica era aproximada-

mente dos meses mayor (40-46 semanas), coinciden en el valor de 35-36 g.

45

35
30
25
20

% ratones

15
10

40 A

31-32

—— S 32-38s
—B— NS 32-38s
—— S 40-46s

33-34 35-36 37-38 39-40
peso (g)

Figura 39. DISTRIBUCION DE LOS PESOS CORPORALES.

Curvas de distribucién de los valores medios del peso corporal de ratones

supervivientes y no-supervivientes (“prematuramente envejecidos®). Las edades de

determinacién del peso fueron 32-38 semanas y 40-46 semanas para los animales

supervivientes (n=38) y 32-38 semanas para los no-supervivientes (n=34). (31-32

significa 31,0-32,9 g, etc).
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Una comparacion de la Figura 39 con la Tabla 5 sugiere que el analisis
de la distribucién de los pesos corporales individuales, que hace resaltar la
aparicion de subgrupos de ratones de peso no-6ptimo, puede ser un método
mas sensible, para detectar los efectos del envejecimiento (normal o
prematuro), que el examen de los valores medios del peso, que aunque tienden
a aumentar (de 35,4 a 36,5 g en los S, y de 36,3 a 36,9 g en los NS), no
muestran alteraciones estadisticamente significativas desde las 32 a las 46
semanas de edad.

Asi de acuerdo con lo antes expuesto, la Tabla 6 muestra que el
porcentaje de ratones control cuyo peso esta comprendido entre los 30,0 y los
34,9 g (peso 6ptimo) es mayor en el grupo de los supervivientes que en el de los
no-supervivientes a lo largo del estudio (con valores a las 32-38, 40-46 y 48-54
semanas de 73, 45 y 27 % para los S, y de 33, 22 y 20 % para los NS,

respectivamente.
Edad Supervivientes (S) No supervivientes (NS}
Semanas | Control NAC TP Control NAC TP
(11) (12) (15) (2) (8 (s)

32-38 354+36 355+1,6 353+32| 36,332 355+1,9 35815

40-46 36,5+4,7 362+19 36524 | 36,9144 37,5§+2,0 38,0%2,3°

Tabla 5. EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE EL PESO CORPORAL.
Efectos del envejecimiento y de la suplementacién del pienso con antioxidantes sobre
el peso medio de los ratones (en gramos). Entre paréntesis: nimero de ratones en

cada grupo ((a) = p <0,05 vs animales de 32-38 semanas del mismo grupo).
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Edad 32-38 semanas 40-46 semanas 48-54 semanas
Grupos S(11) NS (9) S (11) NS (9) S (11) NS (5)
32* 32* 2% 30* 32* 34*
33¥ 34* 33* 33* 34* 37
33* 34* 34* 35 34* 38
34+ 35 34+ 36 35 40
34+ 35 34+ 36 36 43
34 37 35 38 37
34* 38 36 39 37
34* 40 36 42 38
38 42 37 B 39
39 48 43
44 48 46
Peso = D.E. (g) | 35,5:3,6 | 36,33,2 | 36,5%4,7 | 36,9t 4,4 | 37,42 4,1 | 38,4% 3.4
::;:E?:::nﬁﬂ 73 % 33 % 45 % 22 %s 27 % 20 %s

Tabla 6. CALCULO DEL PORCENTAJE DE PESO EN CADA EDAD.

Peso, a tres edades, de cada ratén control del grupo de supervivientes (S) v de los

ratones no-supervivientes (NS}, que no sobrevivieron hasta el fin del estudio a las 62

semanas. (30 significa 30,0-30,9 g, etc; el asterisco* identifica los pesos optimos).

Entre paréntesis: numero de animales en cada grupo (a= p<0,05 con respecto al

valor del porcentaje de pesos 6ptimos en los ratones supervivientes de la misma

edad).

Como se indica en la Tabla 7, hay una relacién directa entre el

porcentaje de ratones control que muestran un peso 6ptimo (30,0-34,9 g) a

las 32-38 semanas de edad y el porcentaje de animales que sobreviven hasta

el final del estudio.

N° total de ratones % ratones
Edad (semanas) Peso (g) (S v NS) sup:rvivientes
30,0 - 34,9 11 73
32-38
= 35,0 9 33®

Tabla 7. RELACION PESO IDEAL Y SUPERVIVENCIA.

En esta tabla se establece la relacion existente entre el peso corporal de los ratones

control a la edad de 32-38 semanas y la supervivencia (a=p<0,05 con respecto al

porcentaje de supervivientes de peso 30,0-34,9g.
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La comparacion de los datos de la Tabla 7 con los de la Tabla 6 sugiere
que la administracién de los antioxidantes en el pienso se asocia con mayores
porcentajes de supervivientes en los grupos de ratones de peso 235,0g a las
32-38 semanas de edad, en comparacién con el porcentaje de supervivencia
que muestran los ratones control del mismo peso. Asi, los valores son 57% y
69% para el grupo NAC y el grupo TP, respectivamente, y s6lo 33% para los
control, con diferencias estadisticamente significativas entre el porcentaje de
supervivientes de cada uno de los grupos de ratones de peso no-6ptimo
tratados con antioxidante y el porcentaje de supervivientes del grupo control
(p<0,05). En los animales tratados con TP también se observa un efecto
beneficioso sobre el porcentaje de supervivientes de peso éptimo, segan las

determinaciones realizadas a las 32-38 semanas.

Edad
(semanas) Peso (g) NAC TP
67 % 86 % =
30,0-34,9
32-38 (6) (7)
57 %= 69 % =
>
2 35,0 (14) (13)

Tabla 8. EFECTO DE ANTIOXIDANTES SOBRE EL PESO Y ENVEJECIMIENTO.

Porcentaje de ratones supervivientes (S) en relacién con el peso corporal y el consumo
de antioxidantes. Entre paréntesis: niimero de ratones en el grupo (a=p<0,05 con
respecto a los porcentajes de ratones S control de igual peso, cuyos datos se

muestran en la Tabla 4).

Los datos de supervivencia y de distribuciéon de pesos corporales de los
ratones también pueden ser objeto de representacién grafica como histograma
ponderal tanto en estudios sobre los mecanismos del envejecimiento como en
las investigaciones para valorar la eficacia de los tratamientos antioxidantes.
Como se puede observar en la Figura 40, y de acuerdo con lo antes expuesto,
el envejecimiento se asocia con cambios muy marcados en la distribucién de

los pesos corporales de los ratones, con descenso del porcentaje de ratones de
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peso “Optimo para las expectativas de supervivencia” (30,0-34,9 g), del 70%
al 35%, desde las 32-38 a las 48-54 semanas de edad.

Simultaneamente, se produce el correspondiente aumento del
porcentaje de ratones de peso elevado (35 g; “no-Optimos para la
supervivencia”). También se puede observar en la Figura 40 que a la edad de
32-38 semanas el porcentaje de ratones de peso 6ptimo (méas “juvenil”) es

significativamente mayor en el grupo de supervivientes que en el de no-

supervivientes.
100% - m <40
90% B 35,0-39,9
[ 30,0-34,9
80% -
70% -
W
g Y |
% w 0 |
5 50% -
<
o 40%
&
E 30%
¥}
5 20% -
. |
10% 7
0% - : 5
32-38 40-46 48-54 32-38
Supervivientes No supervivientes

Figura 40. EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LA DISTRIBUCION DEL
PESO CORPORAL.

Con la edad se producen cambios en la distribucion de los pesos de los ratones
control (n=11 para los supervivientes, y n=9 para los no- supervivientes; edad en
semanas). Existen diferencias significativas (p<0,05) entre las varias edades para los
porcentajes de ratones supervivientes de peso 30,0-34,9 g, asi como para los de peso
235,0 g.

Por otra parte, a la edad de 32-38 semanas, el porcentaje de animales

de peso 30,0-34,9 g (peso 6ptimo) de los ratones no-supervivientes habia

descendido a un nivel aproximadamente igual al del porcentaje de animales
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de dicho peso que se encontraba en el grupo de supervivientes de mayor
edad cronolégica (48-54 semanas).

Como muestra la Figura 41, el histograma ponderal es muy adecuado
para presentar en forma resumida los resultados de los estudios con
antioxidantes en ratones cuyo peso esta comprendido en los dos rangos de
peso corporal investigados. Se observa que, mientras la administracion de
NAC no influye significativamente en el porcentaje de supervivientes de peso
30,0-34,9 g, la suplementacién del pienso con TP si que muestra un efecto
beneficioso, aunque sin significancia estadistica sobre el porcentaje de
supervivientes que mostraban este peso 6ptimo a la edad de 32-38 semanas.

Por otra parte, en los grupos de animales de peso no 6ptimo la
diferencia entre el porcentaje de supervivientes en el grupo control (41%) y

en el que consumia TP (68%) es estadisticamente significativa (p<0,05).

100% -

90% |
80% -
T0% -
2 60%
g
g 50% -
£ 40% - ‘
30% |
20% -
10%
0% i ; : . ;
= Control NAC TP Control NAC TP
ENS

30,0-349 ¢ >35,0g

Figura 41. EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA DISTRIBUCION DE
PESOS CORPORALES.

Supervivencia de ratones control y tratados con los antioxidantes en los dos rangos
de peso (6ptimo y no-6ptimo), segiin los valores del peso corporal determinados a las
32-38 semanas de edad. En los ratones de peso no optimo (>35,0 g) hay diferencias
significativas (p<0,05) entre los porcentajes de supervivientes en el grupo de ratones

control y en el de los ratones suministrados TP.
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2.1.3. Consumo promedio de pienso

Como ya se ha indicado, la ingesta se calculé pesando al inicio de cada
periodo de quince dias el pienso, que se coloca en el compartimento de cada
jaula y pesando de nuevo el pienso que queda en la jaula a los quince dias.
Dividiendo el valor de la diferencia entre ambas cantidades por el numero de
dias (o sea 15) y por el nimero de animales alojados en la jaula, se obtienen
los valores expresados en la Figura 42.

El consumo fue de 4,8 £ 0,7 g por raton/dia al inicio del estudio y de
4,6 = 0,8¢g al terminarlo, en el grupo control, mientras que los valores corres-
pondientes a los grupos tratados con antioxidantes fueron: 4,4 + 0,5g y
4,7 £ 0,2 g para NAC; 3,7+ 0,6 gy 4,3 £ 0,3 g para TP. Aunque la ingesta de
pienso a lo largo del estudio (32 a 62 semanas de edad) fue mayor en los
animales control (que recibian pienso estandar de mantenimiento) que en
aquellos cuya dieta fue suplementada con antioxidantes, las diferencias entre
el consumo quincenal de los control y el de los que ingerian antioxidantes no

alcanzaron significancia estadistica.

8] - .—;bontrol
—m—NAC
—a— TP
7 4
6 <
=
3 5
=
21
Q.
4
3 -
1| , RO - ; _ PO P =i -
42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62
edad (semanas)

Figura 42. DISTRIBUCION DEL CONSUMO DE ALIMENTO.
En la grafica se representa la ingesta media de pienso por ratén (gramos/dia) de los
animales control y de los que consumian NAC o TP. (n=20 en cada grupo, al inicio del

estudio; n=11, 12 y 15, respectivamente, al terminar).
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2.2. Efectos sobre parametros de conducta

2.2.1. Prueba de coordinacion neuromuscular y vigor

Los resultados obtenidos mediante esta prueba de “vitalidad”
demuestran que, al envejecer, hay una pérdida progresiva del rendimiento
funcional de la poblacién expresado como el porcentaje de animales que
realizan correctamente la prueba en un minuto o menos.

En el grupo control, cuando se inicié el estudio a la edad de 32
semanas el porcentaje de ratones que realizaban la prueba con éxito (en
menos de un minuto) era de un 47%, y al terminar el estudio (cuando los
ratones habian alcanzado la edad de 62 semanas) dicho porcentaje habia

descendido al 11%.

70 .
- | —— Control
i —a— NAC
—a—TP

50 1
3 40
8
£ 30
=S

20

10

0 ; .

32-38 40-46 48-54 26-62
edad (semanas)

Figura 43. EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO Y LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA
COORDINACION NEUROMUSCULAR.

Disminucién con la edad del rendimiento en la prueba de vigor y coordinacién
neuromuscular (método de la cuerda tirante). Porcentaje de ratones que realizan el

test en < 60 segundos.
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También se observaron descensos con la edad en el niumero de ratones
de los grupos NAC y TP que realizaban con éxito el test de la cuerda tirante.
No obstante, los datos sugieren que los tratamientos con estos antioxidantes
tidlicos influyen en la prueba. Asi, la administracién de NAC parece ejercer un
efecto negativo sobre la conducta de los ratones, mientras que la
suplementacién del pienso con TP probablemente ejerce un efecto protector
sobre la pérdida de coordinacion neuromuscular y vigor, ya que existen
diferencias significativas al comparar con el grupo control (Figura 43).

Sin embargo, si expresamos los resultados como porcentaje de pérdida
de rendimiento, asignando el valor de 100% a los resultados obtenidos en la
primera prueba de cada grupo (control, NAC, TP), es obvio que el
envejecimiento se acompafia de una marcada disminucién de dicho
rendimiento. Como se muestra en la Figura 43 (basada en los mismos datos
de la Figura 43, convertidos en % preservado de un valor inicial del 100%) las
diferencias entre los valores del rendimiento inicial a las 32-38 semanas v el
rendimiento posterior, a las 40-46, 48-54 y 56-62 semanas son significativas
tanto para el grupo control como para los que consumieron NAC o TP (p<0,05,
a todas las edades mencionadas).

Por otra parte, la administraciéon de TP aparentemente preservaba el
rendimiento en la prueba de la cuerda tirante (Figura 44). Asi los valores del
rendimiento en la cuerda tirante a las 40-46, 48-54 y 56-62 semanas eran
mayores para el grupo de ratones al que se administré TP, en comparacion

con el grupo control y el grupo-NAC (p<0,05 a las tres edades).
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Figura 44. EFICACIA DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA COORDINACION

NEUROMUSCULAR.

En esta Figura se representa el rendimiento (coordinacién neuromuscular y vigor) en

la prueba de la cuerda tirante: efectos de la edad y de la suplementacion de la dieta

con los antioxidantes tidlicos NAC y TP. Existen diferencias significativas (p< 0,05)

entre la edad de 56-62 y la edad de 32-38 semanas.

2.2.2. Efectos sobre la actividad exploratoria

Segun estudios anteriores, el envejecimiento se acompana de una
disminucién de la actividad exploratoria de los ratones en la prueba del
laberinto en forma de T (De Juan, 1994; De la Fuente et al., 1998a). La
presente investigacion longitudinal también muestra un descenso con la edad

en el numero de ratones “rapidos” control (que completan en un tiempo < 20 s

la exploracién del brazo de entrada en el laberinto).

No obstante, segiin se muestra en la Figura 45, el % de ratones
“rapidos” en la poblacién que alcanzé una longevidad mayor de 62 semanas
(ratones supervivientes) podria aumentar de las 32-38 a las 40-46 semanas,
debido al entrenamiento, en los ratones que consumen NAC 6 TP, mientras

que este efecto positivo del entrenamiento no tendria lugar en los animales

control.
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No obstante, los cambios que tienen lugar en este parametro desde las

32-38 a los 56-62 semanas no son estadisticamente significativos ni en el

grupo control ni en los tratados con los antioxidantes.

—&— Control
100 —&—NAC
90 - —&— TP
80
70 -
7]
¢ 60
—
E 50 - \‘\\:
o
S 40 |
B |
30+
20 |
10 +
0 T T T
32-38 40-46 48-54 56-62
edad (semanas)
Figura 45. EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LA ACTIVIDAD
EXPLORATORIA.

En esta figura se representan los efectos del entrenamiento y del envejecimiento

sobre la actividad exploratoria espontanea en la prueba del laberinto en forma de t

porcentaje de ratones “rapidos” (que realizan el test con éxito en un tiempo < 20 s).

Como complemento a la investigacion anterior, de entre la poblacién

inicial de ratones se identific6 el conjunto de animales que no sobrevivio

durante el tiempo del estudio, es decir que no sobrepasé las 62 semanas de

edad (al que, como ya hemos indicado, designamos “grupo no superviviente” o

de “escasa longevidad”) y se determinaron los porcentajes de ratones “rapidos”

que este grupo contenia a las diversas edades investigadas.
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Si se comparan las Figuras 45 y 46, a las edades de 40 a 62 semanas
habia un porcentaje mayor de ratones capaces de completar la exploraciéon del
laberinto en <20 segundos (ratones “rapidos”) en la poblacion “longeva” que
en los que mostraron una mortalidad prematura (p<0,05). Estas diferencias
entre el porcentaje de “ratones rapidos” presentes en la poblaciéon “longeva” y
en la de “escasa longevidad” de cada grupo (control, NAC, TP) son

estadisticamente significativas a los 48-54 y 56-62 semanas (p<0,05).

—&— Control |

ol ——NAC

90 1 —&—TP
80 -

70
60
50 A
40
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20
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Y% ratones

32-38 40-46 48-54 56-62
edad (semanas)

Figura 46. EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA ACTIVIDAD
EXPLORATORIA EN RATONES DE ESCASA LONGEVIDAD.

Se representan los efectos del envejecimiento y de la administracion de antioxidantes
en ratones de escasa longevidad sobre el porcentaje de ratones “rapidos” en la prueba

de actividad exploratoria espontanea en el laberinto.
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2.3. Determinaciones Bioquimicas

2.3.1. Consumo de oxigeno mitocondrial

El indice de control respiratorio (ICR) es una medida directa del
acoplamiento de la mitocondria y de la eficiencia en la generacién de ATP por
la cadena de transporte de electrones mitocondrial. La determinacién del ICR
(que se define como el cociente entre el estado 3, o activo, de la respiracion
mitocondrial y el estado 4, o de reposo) es util para comprobar la integridad
funcional de las mitocondrias. El método de determinacién del ICR se
estandariz6 en mitocondrias de animales jévenes (16 semanas), obteniéndose
un valor de ICR de 4,16+0,36 en mitocondrias hepaticas, mientras que en
mitocondrias renales fue de 5,36+1,38.

La temperatura elegida para medir el consumo de oxigeno fue 25 °C, ya
que en controles previos se observé una mayor eficacia respiratoria a esta
temperatura que a 37 °C, y el medio utilizado fue el tampon de ensayo descrito
en la seccion “Material y Métodos”, suplementado con rotenona para bloquear
el complejo I de la cadena de transporte de electrones. El consumo de oxigeno
se inicio tras la adicién de succinato 5 mM como sustrato de la cadena de
transporte de electrones (estado 4), una vez estabilizado el registro se afiadié
ADP/Mg2?* 0,4 mM (estado 3).

Se determiné el consumo de oxigeno en ambos estados de la respiracién
mitocondrial, en mitocondrias aisladas de higado y rifién de animales adultos
y viejos.

* Mitocondrias hepaticas

Al comparar los valores de ICR obtenidos en mitocondrias hepaticas de
animales de 48 (ICR=2,160,26) y 62 (ICR=2,56+0,30) semanas de edad con
los obtenidos a partir de animales de 16 semanas (ICR = 4,16+0,36), se puede
observar que se produce un deterioro de la integridad mitocondrial

paralelamente al envejecimiento cronolégico de los ratones.
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Como se observa en la Tabla 9, dicha alteracion se paraliza una vez que
el animal alcanza la edad adulta ya que no se observaron diferencias
significativas en el consumo de O; entre los animales adultos y viejos.

Al estudiar el efecto de los antioxidantes sobre el consumo de O
mitocondrial (Tabla 9) se observé que el ICR de las mitocondrias de animales
adultos cuya dieta contenia fue significativamente superior al ICR de las
mitocondrias de ratones adultos control, mientras que TP en este grupo
carecio de efecto (Figura 47).

En mitocondrias hepaticas procedentes de animales viejos (de 62
semanas) no se observaron diferencias en el consumo de O: en el estado 3 y 4
con respecto a los animales adultos (Tabla 9). En este grupo de animales que
consumieron pienso con antioxidantes durante 5 meses, s6lo TP mantuvo las
mitocondrias hepaticas acopladas ya que el valor de ICR obtenido en los

animales de 62 semanas de edad fue semejante al de los animales jovenes

(Figura 47).
Adultos (48 semanas) Viejos (62 semanas)
Estado 4 Estado 3 Estado 4 Estado 3
Control 0,68 £0,11 1,46 £ 0,19 0,50 = 0,07 1,28 £ 0,49
NAC 0,65 £ 0,07 1,72 £ 0,50 0,38 £ 0,18 1,14+ 0,36
TP 0,27 £ 0,042 0,64 + 0,072 0,24 £ 0,07® 0,96 0,21

Tabla 9. EFECTO DE ANTIOXIDANTES SOBRE EL CONSUMO DE OXIiGENO DE

MITOCONDRIAS HEPATICAS.

Consumo de oxigeno en los estados 4 y 3 de las mitocondrias hepaticas aisladas de

animales adultos y viejos, expresado como umoles Oz¢mg proteina-lemL-! ((a)= p<0,05

vs adulto control; (b) = p<0,05 vs viejo control) .
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Figura 47. EFECTO DE ANTIOXIDANTES SOBRE EL ICR DE MITOCONDRIAS
HEPATICAS.

Consumo de oxigeno de mitocondrias hepaticas de ratones control y de los que
consumieron antioxidantes, expresado como ICR. (jovenes=16 semanas, n=8;
adultos=48 semanas, n=8; viejos=62 semanas; n=12) ((*) = p < 0,05 vs joven control;

(**) = p < 0,05 vs adulto control; (***) = p < 0,05 vs viejo control).

* Mitocondrias renales

Al contrario que en mitocondrias hepaticas, el envejecimiento de los
ratones no llevo asociado una alteracion de las mitocondrias renales ya que no
sufrieron un desacoplamiento entre la cadena de transporte electrénico y la
fosforilaciéon oxidativa ya que los valores de ICR obtenidos en mitocondrias
renales de animales adultos (4,19+0,69) y viejos (4,41+0,46) no se
diferenciaron significativamente del valor obtenido en animales jovenes
(5,36%£1,38). Tampoco se observd ninguna diferencia significativa en el
consumo de oxigeno y por tanto en el valor de ICR obtenido de las
mitocondrias renales entre los animales de ambos grupos adultos o viejos
tratados con NAC o TP ( Tabla 10).
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Asi pues, nuestros datos indican que las mitocondrias renales no sufren

alteraciones de su capacidad respiratoria debidas al envejecimiento o a la

suplementacion de la dieta con antioxidantes.

Adultos (48 semanas) Viejos (62 semanas)
Estado 4 | Estado 3 ICR Estado 4 | Estado 3 ICR
Control| 0,98+ 0,34 | 4,12+0,90 | 4,19+0,69 | 0,84 +0,21 | 3,47+£0,96 | 4,41 £ 0,46
NAC | 0,75+0,24 | 3,15+0,48 | 4,20+0,71 | 0,96 £ 0,20 | 3,66 + 0,82 | 3,82 + 0,90
TP 0,61+0,11 | 2,85+0,50 | 4,67 +0,59 | 0,81 £0,18 | 3,65+0,69 | 4,50 £ 0,70

Tabla 10. EFECTO DE NAC Y TP SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO EN
MITOCONDRIAS RENALES.

Consumo de O: de las mitocondrias renales aisladas de animales adultos y viejos,
expresada como pmoles de Oz * mg proteina-'* mL-! e ICR. ( Adultos= 48 semanas,

n=8; viejos=62 semanas, n=12).

2.3.2. Actividad citocromo c oxidasa

Se determiné la actividad especifica de este complejo respiratorio en
mitocondrias hepaticas y renales aisladas de ratones de diferentes edades. Los
valores obtenidos a partir de animales jovenes, de 16 semanas, fueron
0,68+0,3 M - mg prot-! -min-! en mitocondrias hepaticas y 0,57+0,15 M « mg
prot! « min-! en mitocondrias renales (Figura 48 y 49).

Con la edad, la actividad enzimatica del enzima citocromo c oxidasa
mostré una disminucion significativa en ambos tipos mitocondriales,
descendiendo hasta valores de 0,20+0,05 en el caso de mitocondrias hepéaticas
de animales adultos o de 0,29+0,08 en el caso de mitocondrias renales de

animales de la misma edad (Figura 48 y 49).
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* Mitocondrias hepaticas

Con respecto a las mitocondrias hepaticas, no se observdo un cambio
estadisticamente significativo en la actividad del citocromo ¢ oxidasa desde las
48 a las 62 semanas de edad y al determinar la actividad de este enzima en
mitocondrias hepaticas de los ratones que consumieron antioxidantes, se
observd que tanto NAC como TP fueron ineficaces tanto en animales adultos

como viejos (Figura 48).
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Figura 48. ACTIVIDAD CITOCROMO C OXIDASA DE MITOCONDRIAS
HEPATICAS: EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES

Actividad de la citocromo c¢ oxidasa (expresada como Actividad especifica en Memg
proteina-lemin-!) en mitocondrias hepaticas control y de animales que consumian
dieta suplementada con antioxidantes. (Jovenes: 16 semana s; n=8; Adultos=48

semanas; n=8; Viejos=62 semanas; n=12, (*) p<0,05 vs joven control). |

* Mitocondrias renales

Con respecto a las mitocondrias renales de los animales control, se
observé una disminucion significativa de la actividad enzimatica entre los
animales adultos y viejos, en los que el valor de la actividad especifica del
enzima citocromo c oxidasa descendi6 hasta valores de 0,15 Msmg prot-lemin-!

en el grupo de los animales viejos, de 62 semanas de edad (Figura 49).
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En la misma figura se puede observar que el tratamiento con NAC no
fue eficaz ni en los animales adultos, cuya actividad enzimatica incluso
disminuy6 significativamente con respecto al adulto control, ni en las
mitocondrias de animales viejos cuya dieta fue suplementada con NAC
durante 5 meses.

El tratamiento con TP, no fue eficaz tras 2 meses de tratamiento con
este antioxidante pero si lo fue tras 5 meses de tratamiento, ya que la
actividad enzimatica de citocromo c¢ oxidasa alcanzé valores similares a los
obtenidos en animales adultos control de 48 semanas de edad, y superiores a

la actividad observada en animales viejos sin suplemento de TP en la dieta.

0,8 - EJ6venes |
B Adultos |
0,7 EViejos |

Actividad especifica

Control NAC TP

Figura 49. ACTIVIDAD CITOCROMO C OXIDASA RENAL: EFECTO DE
ANTIOXIDANTES

Actividad de la citocromo ¢ oxidasa de mitocondrias renales (expresada como
actividad especifica en M*mg proteina-1+min-1. (Jovenes: 16 semanas, n=8; Adultos:
48 semanas, n=8; Viejos: 62 semanas, n=12). (*) p< 0,05 frente joven control, (**) p<
0,05 frente adulto control, (#) p< 0,05 viejo frente adulto, (##) p<0,05 frente viejo
control).
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2.3.3. Actividad citrato sintetasa

Se determiné la actividad de este enzima marcador de matriz
mitocondrial, en mitocondrias hepaticas y renales aisladas de ratones de
diferentes edades. Los valores obtenidos a partir de animales jévenes, de 16
semanas, fueron 94,23 * 19,75 nmoles'min-lemg proteina! en mitocondrias
hepaticas y 307,67+60,44 nmoles-min-lemg proteina-! en mitocondrias renales
(Figuras 50 y 51).

Con la edad, esta actividad enzimatica mostré una disminucién
significativa en ambos tipos mitocondriales, descendiendo en el caso de
mitocondrias hepaticas hasta valores de 45,9146,34 en animales adultos o
95,66% 12,09 en animales viejos; y en el caso de mitocondrias renales hasta
valores de 116,94+17,29 en animales adultos o 148,01+0,05 en animales
vigjos (Figuras 50 y 51).

* Mitocondrias hepaticas

Cuando se proporciond pienso con NAC a los ratones de 9 meses de
edad durante 2 6 5 meses, la actividad enzimatica fue ligeramente superior a
los valores obtenidos en los grupos control de animales adultos y envejecidos.
Sin embargo tras el consumo de TP, el efecto protector sobre la actividad
enzimatica fue muy evidente, manteniendo dicha actividad enzimatica, tanto
en los ratones adultos como en los viejos, semejantes a los obtenidos en los
animales jovenes de 16 semanas de edad (Figura 50)

* Mitocondrias renales

Cuando se determiné la actividad de la citrato sintetasa de
mitocondrias renales de animales control no se observaron diferencias
significativas entre animales adultos y viejos.

El efecto de NAC en animales de 48 y 62 semanas de edad no mostré
diferencias significativas con respecto a los animales de la misma edad del
grupo control. Sin embargo el tratamiento con TP durante 5 meses si fue
eficaz previniendo una disminucion de la actividad del enzima citrato sintetasa
en los animales de 62 semanas de edad, alcanzando valores semejantes a la
actividad enzimatica de mitocondrias de ratones de 16 semanas de edad

(Figura 51).
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Figura 50. EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA ACTIVIDAD CITRATO
SINTETASA HEPATICA.

Actividad del enzima citrato sintetasa en mitocondrias hepaticas (expresada como
[Actividad catalitica] = nmoles*min-l*mg proteina-!). (Jovenes:=16 semanas, n=g&;
Adultos=48 semanas, n=8; Viejos=62 semanas, n=12). (*) p<0,05 vs joven control ;

(**) p<0,05 vs adulto control; (***) p<0,05 vs. viejo control.
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Figura 51. EFECTO DE NAC Y TP SOBRE CITRATO SINTETASA RENAL.

Actividad del enzima citrato sintetasa en mitocondrias renales (expresada como
[Actividad catalitica] = nmoles*min-lemg proteina-l). (Jévenes: 16 semanas, n=8:
Adultos=48 semanas, n=8; Viejos=62 semanas, n=12 ).(*] p<0,05 frente jovenes

control; (**) p<0,05 vs viejos control)
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2.3.4. Determinacion de Malondialdehido

El objetivo principal de esta determinaciéon fue comprobar si los 6rganos
de los ratones viejos (62 semanas) mostraban una mayor peroxidacién lipidica
y por lo tanto sufrian un envejecimiento prematuro. Para ello se analizaron,
como indicador de peroxidacién lipidica, los niveles de malondialdehido (MDA),
mediante la reaccion con acido tiobarbitturico (TBARS) en homogenizados de
higado y corteza renal. En paralelo se cuantificaron estos niveles en los
organos de ratones adultos control prematuramente envejecidos v en los de
ratones de la misma edad cronolégica (24 + 2 semanas) que no habian
envejecido prematuramente.

Los niveles de MDA en ratones prematuramente envejecidos (PE)
(ratones “lentos” en el test del laberinto) son significativamente superiores a
los no prematuramente envejecidos (NPE; ratones “rapidos” en el test del
laberinto), y los niveles en los adultos PE son similares a los de los viejos NPE
(resultados no mostrados).

La ingestion de antioxidantes tidlicos NAC y TP tiene un efecto evidente
en los animales PE, reduciendo significativamente los niveles de MDA, que
llegan a ser similares a los que muestran los NPE control (Figuras 52 y 53).
Por ejemplo, en la corteza renal de animales PE se demostraron niveles de
2,03 = 0,28 nmoles/mg proteina, y en animales PE suplementados con NAC
los valores fueron de 1,56 + 0,34 nmoles/mg proteina, valores similares a los
del MDA de los animales control NPE (1,51 £ 0,14).
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Figura 52. EFECTO PROTECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA
PEROXIDACION LIPIDICA HEPATICA.

Niveles de MDA en higado de ratones de 62 semanas. Prematuramente envejecidos

(PE) y no prematuramente envejecidos (NPE),(*= p< 0,05 vs control NPE; # p< 0,05 vs
control PE (n=6) ).
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Figura 53. EFECTO PROTECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE LA
PEROXIDACION LIPIDICA RENAL.

Niveles de MDA en corteza renal de ratones de 62 semanas. Prematuramente

envejecidos (PE) y no prematuramente envejecidos (NPE). (*= p< 0,05 vs control NPE;
# p< 0,05 vs control PE. (n=6) ).
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1. Modelo de envejecimiento celular in vitro

Los resultados obtenidos en los modelos in vitro descritos en esta
memoria pueden interesar a oftalmoélogos y gerontdlogos, ya que desde el
punto de vista de la patologia celular estos modelos ayudan a entender los
mecanismos especificos implicados en la senescencia de las células del EPR y
de otras células del SNC y especialmente el papel del estrés oxidativo en el
proceso de la muerte celular ligada al envejecimiento (Harman, 1956; Miquel,
1991; Cohen et al., 1994).

Efecto de la exposicion de células de EPRb al peroxinitrito.

Nuestros resultados sugieren que el dano oxidativo inducido por el
peroxinitrito en las células del EPRb mantenidas en cultivo es semejante a las
alteraciones que tienen lugar durante el envejecimiento normal, in vivo, de las
neuronas del encéfalo y otros tipos de células diferenciadas (Miquel, 1998).
Asi, el tratamiento con peroxinitrito causa una disminucién de la viabilidad
celular. Ademas, el peroxinitrito produce una deplecién energética de estas
cé€lulas, como demuestra la reduccién significativa del contenido intracelular
de ATP (como ocurre al envejecer) y, por otra parte, el dafio celular se
manifiesta en forma de apoptosis cuando se exponen las células a las
concentraciones mas bajas de peroxinitrito usadas en este trabajo, mientras
que hay una induccién mas intensa de necrosis celular a las concentraciones
mas altas.

Nuestros resultados apoyan el concepto de que el enzima PARP puede
tener un efecto importante tanto en el proceso de apoptosis como en el de
necrosis.Como se demuestra por la disminucién de NAD, sustrato especifico
del enzima PARP (Szabo et al.,1996; Messmer et al.,1996). Asi el presente
estudio corrobora la hipétesis de que el peroxinitrito es citotéxico frente a las
células del EPRb, provocando una activacion del PARP que priva
completamente a la célula de su contenido de ATP y termina induciendo la

necrosis celular.
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Reacciones patologicas al estrés oxidativo, semejantes a las que causa
el peroxinitrito, probablemente contribuyen a la ruptura de la barrera hemato-
retiniana en las enfermedades inflamatorias y degenerativas de la retina. En
enfermedades inflamatorias intraoculares (como las uveitis) la infiltracién de
células inflamatorias desde los vasos coroideos puede ser la fuente de ERO de
accién analoga a la del peroxinitrito, pero también se ha observado que las
células residentes de los tejidos intraoculares, como las del epitelio
pigmentario de la retina o las células gliales de Miiller, pueden ser una fuente
importante de radicales libres de oxigeno (Goureau et al.,1994a, 1.994b; De
Kozak et al.,1997). Asi, en las enfermedades degenerativas de la retina, como
la DMAE, la formacién de radicales libres y el dafio oxidativo de las células del
EPR podrian estar implicadas (Snodderly, 1995; Delcourt et al., 1999).

En resumen, en lo que respecta a la patologia ocular, las ERO de accién
lesiva semejante a la del peroxinitrito estarian especialmente implicadas en los
procesos inflamatorios y degenerativas del ojo, como la uveitis, la retinopatia
diabética y la DMAE (Rao, 1990; Goureau et al.,1995; Beatty et al., 2000). De
acuerdo con este concepto, se ha observado peroxidacién lipidica in vivo
inducida por ERO en enfermedades retinianas degenerativas (Anderson et al.,
1984) y en el dafio fotooxidativo de la retina (Kagan et al., 1973).

De acuerdo con nuestros presentes resultados, el estrés oxidativo
podria tener un papel fundamental en los mecanismos que desencadenan la
muerte de las células del EPR, un tema al que hasta ahora se ha prestado
poca atencién. En condiciones fisioloégicas no parece disminuir aprecia-
blemente el namero de células del EPR in vivo. Sin embargo, la muerte celular
si que podria ocurrir en condiciones patolégicas en las que hay un aumento en
la producciébn de radicales libres y/o un descenso de las defensas
antioxidantes. Este concepto estd de acuerdo con estudios epidemiolégicos
sobre la dieta y otros factores de riesgo tanto ambientales como de estilo de
vida que sugieren que el estrés oxidativo contribuye, a la DMAE, cuya lesién

inicial se localiza en el EPR (Cai et al., 2000).
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Deplecion de ATP en células expuestas a hipoxia quimica,

glucopenia, isquemia o hipoxia ambiental.

Generalmente se acepta que la hipoxia inhibe la produccion de
radicales libres, sin embargo, segin Smith (1986) los radicales libres de
oxigeno pueden desencadenar reacciones patoldgicas en el encéfalo tras breves
episodios de anoxia o isquemia. Esto se debe a que el repentino descenso de la
tensiébn de Oz que acompafna a la isquemia permite que se produzcan
reacciones de radicales libres que alteran las membranas mitocondriales,
provocando cambios que alteran su fluidez, con la resultante pérdida de
rendimiento bioenergético y funcién celular. Segin Smith (1986),
concentraciones de O; tan bajas como 10-100 p.p.m., como se encuentran en
graves episodios de isquemia, bastan para iniciar cadenas de desorganizacién
peroxidativa ligadas a las ERO. Por ello, en nuestra opinién, tanto los modelos
in vitro de estrés oxidativo, como los modelos de hipoxia e isquemia quimica
causadas por bloqueo de los mecanismos de la cadena respiratoria
mitocondrial y de la fosforilacién oxidativa pueden contribuir a la elucidacién
de la patogenia del proceso de envejecimiento celular y de muchas
enfermedades degenerativas asociadas a dicho proceso. De acuerdo con lo
anterior, los presentes experimentos en nuestros modelos de hipoxia quimica,
glucopenia, isquemia e hipoxia ambiental revelan un dafio bioquimico
expresado por un descenso en los niveles de ATP en las células del EPRb. La
deplecion de ATP (que esta directamente relacionada con un incremento en la
liberacién al medio de cultivo de LDH) tiene lugar en las células que han sido
expuestas a cianuro y oligomicina, que inducen una hipoxia quimica ya que el
cianuro (CN) inhibe el enzima mitocondrial citocromo oxidasa y la oligomicina
(OL) actta bloqueando el enzima ATP sintetasa, al igual que ocurre en
condiciones de hipoxia ambiental. Los niveles de ATP descendieron atin mas
cuando las células del EPRb fueron expuestas a las condiciones de glucopenia
inducidas por el IAA y con la consiguiente isquemia quimica, lo que sugiere
que la glucoélisis no puede ser estimulada para suplir el descenso de ATP

(Palmero et al., 2000; 2001; Castillo et al., 2002).
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Estas observaciones concuerdan con estudios de otros laboratorios que
demuestran que la exposicion de células del EPRbD a estrés oxidativo, hipoxia e
isquemia quimica induce cambios en el metabolismo celular, debido a una
alteraciéon de la cadena de transporte mitocondrial, como se observa al
envejecer (Miquel, 1998; 2002), o de la glucélisis (Rego et al., 1995, 1996,
1997). Sin embargo, segun las observaciones de Rego et al. (1995), los niveles
de ATP no sufren cambios significativos en las células de la retina completa, lo
que sugiere que se produce una estimulacién de la glucélisis para mantener
los niveles normales de ATP. La diferencia entre nuestros resultados y los de
Rego et al. (1995) se debe probablemente a que nosotros separamos el EPRb
de la retina neural, y las células de EPRb no pueden acumular glucégeno
debido a que la glucosa no es convertida en glucogeno en este tipo celular
(Basinger et al., 1983).

La condicién de glucopenia no aumenta la liberaciéon al medio de LDH,
de acuerdo con €l concepto de que las células del EPRb podrian utilizar
piruvato y lactato para la produccién de ATP sin implicar la via de la
glucélisis. Cuando se afiade al medio IAA y la concentraciéon de lactato es alta,
no se produce un descenso significativo en los niveles de ATP en las células de

retina, segan demostraron los estudios de Winkler (1981, 1983).

Efectos beneficiosos de los antioxidantes sobre la concentracion
de ATP

El uso de suplementos antioxidantes para prevenir o frenar algunas
degeneraciones retinianas asociadas a la edad encuentra justificacién en el
siguiente comentario de Winkler (1999): “El complejo fotorreceptores/EPR
esta expuesto a la luz solar, se encuentra rodeado por niveles de O> que llegan
de las arterias y las membranas de este complejo contienes altas
concentraciones de acidos grasos poliinsaturados”. En efecto, todos ellos son
factores de riesgo que vuelven a la retina muy vulnerable al dafio oxidativo. De
acuerdo con estos conceptos, la suplementaciéon del medio de cultivo con

antioxidantes esta de acuerdo con la siguiente opinién: “Probablemente los
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sistemas de defensa antioxidante en la retina son imperfectos, permitiendo
reacciones de autooxidacion que ocurren a baja velocidad a lo largo de la vida”
(Katz y Robinson, 1986).

En el presente estudio se ha escogido la vitamina C como tratamiento
antioxidante debido a que el ascorbato es capaz de detener eficazmente las
reacciones de peroxidacién lipidica que se producen en cadena, a causa de los
radicales libres, por la transferencia de un electron (Katz y Robinson, 1986).

Por otra parte se han escogido los antioxidantes tiélicos NAC y TP por el
papel fundamental de los grupos tidlicos reducidos para proteger contra la
peroxidacion lipidica y las mutaciones u otros cambios del ADN mitocondrial
(Miquel y Fleming, 1986; Miquel, 1991, 1998). Estudios anteriores muestran
que tanto NAC como TP retrasan los cambios causados por el envejecimiento a
nivel mitocondrial y celular (Miquel et al.,1995). También es relevante en
relacion con el presente estudio que los efectos protectores de los tratamientos
con antioxidantes han sido demostrados en las células del sistema
inmunolégico. En efecto, las investigaciones del grupo de De la Fuente han
mostrado una preservacion de las funciones de las células de este sistema en
experimentos en que se administré NAC y/o TP in vitro o in vivo (Del Rio et al.,
1998; De la Fuente et al., 1998a; Correa et al., 1999; Puerto et al., 2002). En
base a sus resultados, De la Fuente (2002) concluye que: “...puesto que el
sistema inmunolégico es un indicador de salud y un predictor de longevidad,
la protecciéon de este sistema proporcionada por los antioxidantes puede jugar
un papel importante para conseguir un envejecimiento con salud”.

Nuestra presente investigacién sugiere que los antioxidantes también
tienen un efecto beneficioso sobre el EPRb. Asi, la suplementacién del medio
con vitamina C (VC) caus6é un aumento significativo en los niveles de ATP en
células de EPRDb expuestas a las condiciones de hipoxia € isquemia quimica asi
como en la hipoxia ambiental, pero no en condiciones de glucopenia. Estos
resultados concuerdan con la funciéon fisiolégica del acido ascérbico en el

metabolismo de estas células (Delamere et al., 1993; Hou et al., 1998).
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Por otra parte, varios estudios realizados en ratas muestran que cuando
se suplementa la dieta con acido ascérbico aumenta la extension del dafio
retiniano (Organisciak, 1990).

Cuando el medio de cultivo de EPRb se suplementé con NAC, el efecto
beneficioso sobre la concentraciéon de ATP fue méas pronunciado cuando las
células fueron sometidas a condiciones de glucopenia e hipoxia quimica. Sin
embargo, en condiciones de isquemia e hipoxia ambiental, el efecto de NAC
sobre la concentracién de ATP fue menor. El efecto beneficioso de NAC sobre
estas células puede ser debido a que es un precursor del GSH, el cual
potencia varios mecanismos de defensa frente a la peroxidacién excesiva y
ademas puede desempenar una funcién clave en el mantenimiento de la
integridad funcional de las mitocondrias frente al estrés oxidativo, con la
consiguiente preservacion de la sintesis de ATP.

La eficacia de TP sobre la concentracién de ATP fue mayor en
condiciones de hipoxia quimica y ambiental, ya que la concentracién de ATP
era similar a la observada en condiciones control. También tuvo efecto,
aunque menor en condiciones de glucopenia e isquemia. El efecto beneficioso
de TP sobre las células sometidas a estos estreses metabélicos se debe
probablemente a que este compuesto es un precursor del glutation, y tiene un
papel esencial en la conservacion de la integridad funcional de las

mitocondrias (Haugaard et al., 1969; Scaduto, 1990).
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Relacion del estrés oxidativo y el envejecimiento con la muerte

celular.

En la presente investigacion se utilizaron diferentes técnicas para
comprobar si con nuestros modelos de estrés oxidativo se podia causar
apoptosis. Con la tincién de Hoechst, que demuestra la fragmentacién del
ADN nuclear y en condiciones de hipoxia quimica, glucopenia e isquemia, no se
observd esta fragmentacion. Esta aparente falta de efecto sobre el proceso
apoptotico puede deberse a que, aunque se haya activado la sefializacién para
que se desencadene el proceso de apoptosis, €l tiempo que estan las células
sometidas al estrés oxidativo es demasiado corto (15 minutos) para que
puedan aparecer los cambios morfologicos de la muerte apoptética (Anderson
et al., 1999). Mientras que durante una exposicién a prolongada a hipoxia
ambiental si que se observé la muerte por apoptosis como revela la tincién de
Hoechst.

Desde un punto de vista mas general, relacionado con el
envejecimiento, los modelos in vitro investigados en el presente estudio pueden
tener interés biomédico con respecto al papel de las ERO en la patogenia del
envejecimiento (Miquel, 1998; Palmero et al., 2000; Castillo et al., 2002). Asi,
estos modelos pueden ayudar a elucidar los mecanismos que relacionan a las
ERO, y a los procesos de muerte celular (necrosis y apoptosis), con la
senescencia de las células del EPR y de otros tipos celulares del SNC. Aunque
la pérdida de neuronas y el incremento de la glia se han observado en varias
regiones encefalicas en el envejecimiento fisiologico (Terry et al., 1987) y en €l
asociado con enfermedades neuro-degenerativas (Whitehouse et al., 1982), no
se sabe cual es el principal mecanismo responsable de la muerte neuronal.
Algunos autores proponen que la principal causa de pérdida neuronal es la
necrosis unida a altos niveles de glutamato (Dessi et al.,1993), pero otros
como Zhang et al.(1995), utilizando la técnica del TUNEL han observado
cé€lulas apoptéticas en la zona estriada de cerebros de ratas adultas. Ademas,
estos autores sugieren que la muerte programada de las neuronas comienza

en un estadio temprano de la vida adulta y se va incrementando con la edad.
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Aparentemente las células del EPR no muestran un marcado descenso
en numero durante la senescencia pero pueden sufrir apoptosis cuando el
envejecimiento se encuentra acompafnado por diferentes tipos de estrés
metabodlico como falta simultanea de O, y glucosa a causa de la isquemia
(Wood et al., 1997) o hiperoxia (Cai et al., 2000).

De acuerdo con los datos anteriores, nuestros resultados sugieren que
la incubacién de las células de EPRb, en condiciones de hipoxia ambiental y
en presencia de todos los nutrientes, desencadena el proceso apoptético
(Castillo et al., 2002), lo que apoya el concepto de que la muerte apoptética
puede ser un mecanismo de pérdida de células del EPR durante la fase inicial
de la DMAE (Cai et al., 2000), y justifica la investigacién de los tratamientos de
suplementacién antioxidante.

El efecto protector contra la muerte celular de los inhibidores de la
PARP, también observado en el presente estudio, apoya la hipotesis de que la
induccién de la PARP es un mecanismo implicado en el dafio celular
provocado por el estrés oxidativo. Asi lo sugiere el hecho de que la inhibicién
de la PARP consigue mejorar los niveles intracelulares de ATP, y disminuye el
numero de células apoptéticas en comparaciéon con el namero de estas células
en muestras tratadas con peroxinitrito sin el mencionado tratamiento
inhibidor. La participacién de la PARP en el dafio celular provocado por el
estrés oxidativo podria realizarse mediante una alteracién de las mitocondrias
que llevaria a la muerte celular (Bolafios et al., 1996; Virag et al.,1998).

Como ya hemos comentado, los trabajos anteriores sugieren que los
antioxidantes tidlicos tienen un efecto beneficioso sobre el proceso de
envejecimiento, probablemente a causa de su acciéon protectora sobre las
membranas y el genoma mitocondrial frente a las ERO producidas en la
cadena respiratoria (Miquel 2002). Ademas, se acepta que un descenso del
rendimiento bioenergético (ligado a un dafio mitocondrial) tiene un importante

papel en el desencadenamiento de la apoptosis (Sastre et al., 2000a).
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Por ello es razonable suponer que la suplementacién de la dieta con
antioxidantes tidlicos podria frenar tanto la desorganizaciéon mitocondrial (y
disminucion de la sintesis de ATP) como la muerte celular apoptética que tiene
lugar al envejecer.

En base a lo anterior, hemos investigado los efectos de NAC sobre la
respuesta de las células del EPRb al oxidante peroxinitrito, cuya accién téxica
ya ha sido demostrada por Behar-Cohen et al. (1996). Segiin nuestros
resultados, NAC protege a las células del EPRb frente al estrés oxidativo
inducido por peroxinitrito asi como la muerte celular programada inducida por
éste.

Cuando las células se incubaron con los antioxidantes y se sometieron
a hipoxia ambiental, los antioxidantes preservaron la muerte por apoptosis del
mismo modo que mantuvieron los niveles de ATP y la viabilidad celular, de
manera que TP fue el antioxidante mas eficaz seguido de NAC y por 1ltimo VC

que fue el antioxidante que menos protegi6.

155

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2002



Modelos de envejecimiento in vitro e in vivo, estrés oxidativo y proteccién antioxidante. Maria del Mar Castillo Paterna

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2002



Modelos de envejecimiento in vitro e in vivo, estrés oxidativo y proteccién antioxidante. Maria del Mar Castillo Paterna

Discusion

2. Modelo de envejecimiento in vivo

Longevidad, peso corporal y consumo de pienso en los ratones

control y en los tratados con antioxidantes tiolicos

El objetivo principal de esta parte del estudio fue investigar si los
antioxidantes tidlicos NAC y TP tienen algun efecto beneficioso sobre el
envejecimiento de los ratones. Segin nuestros resultados, los grupos de
ratones cuyo pienso habia sido suplementado con estos antioxidantes tenian
un porcentaje de supervivencia a las 62 semanas mayor que el grupo control,
siendo el antioxidante TP el mas eficaz para prevenir contra la mortalidad a lo
largo de todo el estudio. Por otra parte, la administraciéon de NAC fue muy
beneficiosa para la longevidad desde las 44 hasta las 58 semanas de edad, a
juzgar por el 100 % de supervivencia de los animales que consumian este
antioxidante. No obstante, desde las 58 semanas hasta la terminacién del
estudio, 62 semanas, tuvo lugar un marcado descenso en la supervivencia
desde el 90 % hasta el 60 % de la poblacion inicial, que es un porcentaje
similar al de la supervivencia del grupo control. Estos resultados sugieren que
el tratamiento prolongado con NAC podria tener un efecto negativo sobre el
equilibrio homeostatico estrés oxidativo/defensa antioxidante.

Otro parametro de facil determinacién, que tiene importantes relaciones
con los mecanismos del envejecimiento normal y patologico y la longevidad, es
el peso corporal del animal. Si se comparan los pesos de nuestros ratones con
la curva ponderal facilitada por el centro distribuidor de la cepa, se observa
que el peso de los animales pertenecientes a los tres grupos (control, NAC y
TP) se halla dentro del rango que se considera normal para esta cepa. Ademas,
como en estudios anteriores (Economos y Miquel, 1980; De Juan, 1994), tuvo
lugar un aumento progresivo del peso y de la desviaciéon estandar, tanto en los
animales que consumian el pienso estandar como en los que consumian

pienso suplementado con NAC o TP.
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Las desviaciones estandar de las medias de los valores de los pesos de
los dos grupos de ratones tratados con antioxidantes son menores que las del
grupo control, y de entre los dos grupos que consumian antioxidantes, los
valores de los ratones TP son los que muestran una menor desviacién
estandar. Esto sugiere que TP puede tener un efecto beneficioso sobre el
metabolismo, lo que también concuerda con el aspecto de los ratones, pues los
tratados con este antioxidante tienen un aspecto semejante a los ratones
jovenes mas que los animales control, sobre todo en lo que respecta a la
apariencia de su pelaje y ojos.

La hipétesis de que NAC y TP pueden proteger contra la pérdida de
homeostasis ligada al envejecimiento también esta de acuerdo con la presente
observacion de que, como en investigaciones anteriores (Economos y Miquel,
1980; De Juan, 1994}, la curva de distribucién de los pesos corporales de los
ratones control se “aplana” con la edad, mientras que las curvas ponderales de
los grupos que consumen los suplementos antioxidantes muestran un pico en
el rango de pesos “6ptimos” (36,0-40,9 g), predictores de longevidad, que se
mantiene a lo largo de todo el periodo de estudio.

Resulta evidente, al comparar la Tabla 5 con la Figura 39, que el
analisis de la distribucién de los pesos corporales individuales suministra mas
informacion que el simple estudio de los efectos de la edad sobre el peso medio
de los ratones. En efecto, dicho analisis detecta la aparicion de subgrupos de
ratones de peso no 6ptimo, es decir permite identificar los ratones que
muestran una “edad biolégiéa” mayor que su edad cronolégica con respecto a
la homeostasis ponderal (Collier y Coleman, 1991), con la consiguiente
disminuciéon de las probabilidades de alcanzar una edad avanzada. Segin
nuestra experiencia, la expresion de los datos en forma grafica (como en la
Figura 39) facilita la comparaciéon retrospectiva de las diferencias del peso
entre el subgrupo de animales que sobrepasan la edad de 62 semanas
(ratones supervivientes; S) y los que mueren antes de esa edad (ratones no

supervivientes, NS). Asi se observa en esta figura que el pico en la curva de
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distribucién de los pesos de los S corresponde al valor de 33-34 g, mientras
que casi coinciden la curva de distribucion de los pesos de los ratones NS
(determinados a la edad de 32-38 semanas) y la curva de los pesos de los S
(determinados a las 40-46 semanas). O sea que a la edad de 32-38 semanas
los ratones NS mostraban en lo que respecta a su homeostasis ponderal una
edad biologica aproximadamente 8 semanas mayor que los que tenian
mayores expectativas de longevidad (S).

Los datos resumidos en la Tabla 7 y Figura 40 permiten concluir que
los ratones que a la edad de 32-38 semanas tienen un peso éptimo o “juvenil”,
comprendido entre los 30,0 y los 34,9 g tienen una probabilidad de alcanzar
las 62 semanas de edad de aproximadamente un 70 %, mientras que la
probabilidad de alcanzar esta edad es sélo de aproximadamente un 30 % para
los ratones de peso superior a 34,9 g a las 32-38 semanas.

La utilidad del estudio del peso para aclarar los mecanismos de accién
“anti-envejecimiento” de los antioxidantes ha sido confirmada por nuestra
observacion de que, como se muestra en la Tabla 8 y Figura 41, la
administracion de NAC y TP es especialmente eficaz para aumentar la
supervivencia de los ratones de peso no o6ptimo, desde unos niveles de
aproximadamente el 30 % para los control hasta el 60 % y 70 %,
respectivamente, para los que consumen NAC o TP (los porcentajes
correspondientes a los ratones de peso optimo son de aproximadamente 70 %
para los control, 70 % para los NAC y 85% para los TP). El hecho de que el
efecto beneficioso de NAC y TP sobre la longevidad sea mas evidente en los
ratones de peso mayor que 34,9 g puede deberse, por lo menos en parte, a
que estos aportadores de grupos tiol reducidos protegen contra la disfuncién
del sistema inmunolégico y consiguiente aumento de procesos neoplasicos (De
la Fuente, 2002), que son probablemente mas frecuentes en los animales que

sufren la deficiente homeostasis responsable del excesivo peso corporal.
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Parametros conductuales: pruebas de coordinaciéon y vigor y de

actividad exploratoria espontdnea.

Con respecto a los efectos de la edad y del tratamiento antioxidante
sobre los parametros conductuales, se observa que el envejecimiento lleva a
una pérdida progresiva de la capacidad de pasar con éxito la prueba de la
cuerda tirante, mientras que los dos antioxidantes investigados difieren en su
accion. Asi, la suplementacién de la dieta con NAC se acompana de un efecto
negativo sobre la coordinacién neuromuscular. Por el contrario, en el grupo de
ratones que consumieron TP, el porcentaje de ratones que resolvian el test con
éxito al finalizar el estudio era mayor que en los animales control. Si los
resultados se expresan como porcentaje de rendimiento preservado en relacién
con el rendimiento inicial (al que se asigna el valor de 100 %), se observa un
marcado descenso del rendimiento de los ratones control y tratados con NAC,
mientras que la pérdida de rendimiento es menos evidente en los animales que
consumen TP.

En cuanto a la actividad exploratoria espontanea valorada mediante el
meétodo del laberinto en forma de T, el porcentaje de ratones que pasan la
prueba con éxito en un tiempo <20 segundos (ratones rapidos) se mantiene
relativamente constante en los grupos de ratones supervivientes del grupo
control, e incluso los datos sugieren que el rendimiento podria mejorar desde
las 32-38 hasta las 40-46 semanas de edad. No obstante, los cambios que
tienen lugar en este parametro durante el tratamiento, desde las 32-38 a las
56-62 semanas, no son estadisticamente significativos ni en el grupo control
ni en los tratados con antioxidantes. Esta aparente preservacion del
rendimiento, que normalmente disminuye al envejecer (De Juan, 1994), quizas
se debe a que en el presente estudio la prueba del laberinto se realiza cada dos
semanas (en lugar de cada mes, como en los experimentos de De Juan). Por
ello los efectos positivos del entrenamiento podrian compensar los efectos

negativos de la edad en cuanto a la actividad exploratoria espontanea.
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Segun de De Juan (1994), los ratones de 12 meses de edad que pasan
con éxito la prueba de actividad exploratoria espontanea, alcanzando la
interseccién de los tres brazos del laberinto en un tiempo < 20 segundos
(ratones rapidos), tienen una mayor longevidad que los ratones que necesitan
mas tiempo para realizar la prueba (ratones lentos).

Con respecto a las causas de la mortalidad prematura de los ratones
lentos, De la Fuente et al. (1998a) han demostrado que, en ratones OF1-Swiss
viejos, los animales lentos tienen peores funciones inmunolégicas (y por lo
tanto menor proteccién contra infecciones y tumores) que los rapidos de la
misma edad, otros estudios del grupo de De la Fuente han confirmado que los
ratones lentos tienen una funcién fagocitica menos activa que los rapidos
“...de acuerdo con la estrecha relacién entre el sistema inmunolégico y el
sistema nervioso” (Correa et al., 1999), y que a la misma edad cronolégica, y
con respecto a numerosos parametros de inmunocompetencia, “los ratones
lentos son biolégicamente mas viejos que los rapidos” (Guayerbas et al.,
2002a). Este modelo de envejecimiento prematuro en ratéon (expresado en
déficits conductuales en las pruebas del laberinto y la cuerda tirante y en
disfuncién inmunolégica) no sé6lo se ha identificado en la cepa OF-1 Swiss
pues, segun Correa et al. (1999), también se puede detectar en machos y
hembras de la cepa BALB/c.

Segiin Gilad y Gilad (1995), la menor longevidad de los ratones que
muestran una deficiente conducta exploratoria (e incluso la denominada
freezing behavior), esta ligada a una disfuncion en las areas del SNC que
determinan la respuesta a factores estresantes. Como una reaccién
inadecuada a estos factores es una de las caracteristicas esenciales del
envejecimiento, efectivamente se puede considerar a los ratones que no pasan
la prueba del laberinto en un tiempo <20 segundos como prematuramente
envejecidos en lo que respecta a ciertas funciones de su SNC en comparacién

con los animales que pasan la prueba con éxito (ratones rapidos).
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Nuestros datos confirman que el porcentaje de ratones rapidos tiene
una relacién positiva con las expectativas de supervivencia de los animales
control, pero, como en el estudio de De Juan (1994), la mayor expectativa de
longevidad de los animales tratados con NAC no se refleja en una mayor
rapidez de estos ratones en la prueba del laberinto en comparacién con los

animales control que reciben pienso no suplementado con antioxidante.

Parametros bioquimicos

El envejecimiento lleva a un deterioro de las células somaticas y a una
involucién progresiva de las funciones fisiolégicas, probablemente ligados a
una alteracién en la funcién de las mitocondrias. La denominda “teoria
mitocondrial” del envejecimiento esta acreditada por numerosos trabajos
(Miquel, 1996; 1998), donde se demuestra que el proceso de envejecimiento
esta asociado a un acumulo de dafio en la mitocondria como consecuencia del
estrés oxidativo. En este sentido, en el presente trabajo se han determinado
varios parametros bioquimicos indicadores del estado funcional de lsa
mitocondrias de higado y de rifién de ratones control y tratados con NAC o TP.

Se acepta que la respiraciéon mitocondrial esta estrechamente acoplada
a la fosforilacién oxidativa en células intactas mantenidas en condiciones
fisiologicas (Ozawa et al., 1987), y que el rango de valores que define la
integridad funcional éptima de las mitocondrias oscila entre 3<ICR<15, como
demuestran trabajos realizados con mitocondrias de higado y rifién (Tager et
al., 1983; Hirsch et al., 1989).

Por otro lado, se han observado disminuciones con la edad en la eficacia
de la fosforilacién oxidativa en mitocondrias de procedencia sinaptosomal
(Curti et al., 1990; Benzi et al., 1992; Bowling et al., 1993); de encéfalo entero,
no sinaptosomal y corazén (Guerrieri et al., 1992; Takasawa et al., 1993);
musculo (Trounce et al.,, 1989; Cooper et al., 1992; Muller-Hocker, 1992;
Byrne y Dennett, 1992) e higado (Trounce et al., 1989; Yen et al., 1989), tanto

de animales como de humanos.
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Con relacion a los resultados obtenidos en este estudio se pudo
comprobar que la integridad funcional de mitocondrias hepaticas y renales,
procedentes de animales jovenes (16 semanas de edad), se mantuvo intacta,
antes de comenzar la dieta suplementada con antioxidantes, pues los valores
obtenidos de ICR se mantienen dentro de este rango, con valores de ICR 4,16
(mitocondrias hepaticas) y 5,36 (mitocondrias renales).

Al comparar el ICR de las mitocondrias hepaticas del grupo control, sin
suplemento antioxidante en la dieta, se observé una disminucién de este
indice con la edad, obteniendo un valor de ICR en animales de 48 semanas de
edad de 2,16. Dicho valor es inferior al valor minimo que define la integridad
funcional de las mitocondrias, sugiriendo que la membrana de mitocondrias
hepaticas sufre cambios durante el envejecimiento. Estos resultados estan en
concordancia con estudios realizados en mitocondrias hepaticas de ratones de
la cepa C57BL/6J que demuestran también que con la edad disminuye el ICR
ademas de alterar la permeabilidad de las membranas mitocondriales de
higado (Godell y Cortopassi, 1998).

Sin embargo las mitocondrias renales no parecen sufrir ningtin proceso
degenerativo con la edad, manteniéndose el valor de ICR siempre en el rango
de valores que definen la integridad funcional de las mitocondrias. Estos
resultados se ajustan a la hipétesis planteada por Kwong y Sohal (2000),
quienes defienden en sus estudios que la degeneracion de la integridad
mitocondrial con la edad puede deberse a diferencias especificas para cada
tejido y/o al grado diferencial de envejecimiento en cada uno de ellos.

Puesto que se ha sugerido que la inactivacion oxidativa de enzimas
clave en el metabolismo puede jugar un papel importante en el envejecimiento
celular, hemos investigado los efectos de dos compuestos tidlicos sobre
enzimas de la fosforilacién oxidativa en mitocondrias de higado y de rindén de
ratones hembra OF1, que fueron alimentados con pienso suplementado con

TP y NAC durante 2 y 5 meses.
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En los ratones que consumieron antioxidantes durante dos meses, el
estudio de sus mitocondrias hepaticas mostré que la administracion de NAC
en el pienso ejercia una ligera accién protectora frente a los efectos del
envejecimiento sobre el ICR tras 2 meses de tratamiento pero no durante 5
meses. Este hecho podria explicarse por un posible efecto toxico de NAC sobre
la homeostasis del animal como asi demuestra el incremento de mortalidad en
ratones tratados con durante mas de 3 meses. Tal vez este efecto sea debido a
que a esa edad las mitocondrias de células hepaticas sean todavia capaces de
adaptarse a un estimulo toéxico y mantener el cociente respiratorio aunque,
basandonos en los recientes hallazgos sobre el doble efecto anti- y pro-
oxidante de NAC (Sagrista et al., 2002), los enzimas pudieran estar dafnados
por la acciéon de NAC.

Por otro lado, para poder observar un efecto protector del TP fueron
necesarios 5 meses de tratamiento, tras los cuales, el ICR de las mitocondrias
hepaticas de ratones viejos fue similar al de mitocondrias de ratones control
de 16 semanas de edad. Estos datos estan de acuerdo con estudios realizados
sobre el sistema inmunolégico, en los que el tratamiento con TP es mas
efectivo cuando los animales poseen déficits funcionales en su sistema,
(animales envejecidos) que en animales con un sistema inmunocompetente
(animales de corta edad )(Correa et al., 1999).

De acuerdo con trabajos anteriores realizados con mitocondrias de
diferentes 6rganos de diferentes especies o cepas (Vitorica et al., 1981; Yen et
al., 1989; Rooyackers et al.,, 1996; Tian et al. 1998; Navarro et al. 2002),
nuestros resultados también muestran un marcado descenso con la edad
tanto en la actividad especifica de citocromo c oxidasa (complejo IV) como en la
actividad del enzima marcador de la matriz mitocondrial, citrato sintetasa,
tanto en las mitocondrias de higado como en las de rifién. Sin embargo, un
estudio comparativo de la actividad de todos los complejos enzimaticos de la
cadena de transporte de electrones entre mitocondrias de diferentes 6rganos

de un mismo animal, demostré que los cambios con la edad en la actividad de
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estos sistemas no siguen un “modelo comun” en los diferentes tejidos
estudiados y podria ser debido al hecho de que las mitocondrias en los
distintos tejidos son estructural y funcionalmente diferentes (Kwong y Sohal,
2000). Estos autores observaron que en higado y rifidén, en concreto el
complejo IV y la actividad de citrato sintetasa, no sufrian variaciones con la
edad en su actividad en un periodo de tiempo semejante, comprendido entre
las 14 y 56 semanas de edad. Estas discrepancias con nuestros resultados
podrian basarse tanto en el método de aislamiento de mitocondrias asi como
en el método utilizado en la determinacién de la actividad del complejo IV, en
el cual las mitocondrias fueron sometidas a sonicacién, mientras que en
nuestro estudio se utilizaron intactas.

Con respecto a la actividad del complejo IV mitocondrial en ratones
cuya dieta fue suplementada con antioxidantes, ni NAC ni TP mostraron un
efecto protector en mitocondrias hepaticas. Sin embargo en mitocondrias
renales, sélo la administraciéon prolongada (5 meses) de TP fue eficaz,
manteniendo la actividad especifica de citocromo c oxidasa semejante a la
obtenida en el grupo control de edad adulta. Sobre la actividad del enzima
citrato sintetasa al igual que en citocromo c¢ oxidasa, NAC no ejercidé efecto
protector ni en mitocondrias hepaticas ni en renales, mientras que TP fue
efectiva en mitocondrias hepaticas tras 2 meses de tratamiento y en renales
nuevamente fueron necesarios 5 meses de tratamiento para observar un
incremento de la actividad enzimaéatica.

NAC es un reconocido antioxidante, barredor de radicales libres y
precursor del glutation (Aruoma et al., 1989) y puede actuar por reaccién
directa de su grupo reductor tiol y los radicales libres de oxigeno, protegiendo
frente al dafio oxidativo in vitro, como han demostrado otros autores (Hoffer et
al., 1993; Yan y Greene, 1998; Martinez et al., 1997; Banaclocha, 2001) y los
estudios realizados en esta memoria en el modelo in vitro con células de EPR.
Sin embargo, no aparecen referencias en la bibliografia consultada sobre los

efectos de NAC o TP in vivo o sobre los complejos de la fosforilaciéon oxidativa.
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Los tnicos datos son los aportados por De Juan (1994) quien observa
un efecto protector sobre los dos complejos enzimaticos. En este estudio
observamos una falta de efecto de NAC sobre citocromo ¢ oxidasa, citrato
sintetasa y sobre el ICR en mitocondrias renales, y un ligero efecto protector
de NAC solo en el ICR de las mitocondrias hepaticas tras 2 meses de
tratamiento pero no tras 5 meses. Posiblemente, la diferencia en cuanto a la
edad de comienzo del tratamiento, 8 semanas mas tarde, o tal vez la dosis
utilizada (1%o frente a 0,2% utilizada en este estudio) por De Juan podrian ser
la causa de las diferencias observadas.

Para obtener mas informacion sobre los efectos desorganizadores del
estrés oxidativo, se determiné la concentracion de perédxidos de lipido en
homogenizados de higado y de corteza renal, observandose un aumento
significativo de dicha concentracién en los controles viejos en comparacién con
los controles jévenes. Por otra parte, una comparacion de los niveles de MDA
en homogenizados de ratones control de 24+2 semanas de edad cronolégica
muestra que los d6rganos de los ratones prematuramente envejecidos (PE),
segun la prueba del laberinto, han sufrido una mayor peroxidacién lipidica
que los de los animales no prematuramente envejecidos (NPE). Los
antioxidantes tidlicos, NAC y TP disminuyeron significativamente la
peroxidacién lipidica en homogenizados de higado y corteza renal de ratones
viejos.

En resumen nuestros resultados sugieren que la administracién de TP
puede proteger a las mitocondrias hepaticas y renales frente a la alteracién
peroxidativa de sus lipidos estructurales que ocurre al envejecer,
contribuyendo asi a preservar los complejos respiratorios y la sintesis de ATP
que es la base de la funcién fisiologica de cada 6rgano y de la longevidad
funcional. Mas concretamente, conviene considerar que el estrés oxidativo
puede alterar los lipidos de la membrana mitocondrial interna, con la
consiguiente pérdida de funcién de los complejos respiratorios, sobre todo del I
y IV, que son particularmente vulnerables al ataque de las especies reactivas
de oxigeno (Zhang et al., 1990).
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Asimismo, el complejo I (Fry y Green, 1981}, el complejo IV (Wharton y
Griffith, 1965; Fry y Green, 1980; Vik et al., 1981; Paradies et al., 1993} y el
complejo V (Nohl y Kramer, 1980) pueden ser alterados por cambios en el
entorno lipidico de la membrana interna mitocondrial durante el
envejecimiento, especialmente por el descenso en los niveles de cardiolipina
(Robinson, 1993).

Desde el punto de vista de los probables mecanismos del
envejecimiento, nuestros datos apoyan el concepto de que, de acuerdo con la
antes mencionada teoria mitocondrial, las lesiones oxidativas del mtADN y la
resultante pérdida de capacidad bioenergética celular tienen un papel clave en
el envejecimiento de dos o6rganos fundamentales para la homeostasis: el

higado y el rifién.

Implicaciones clinicas, desde el punto de vista de la geriatria

preventiva, de los presentes estudios sobre los antioxidantes tidlicos.

Las ventajas de la suplementacion de la dieta con compuestos que
protegen a las mitocondrias contra el estrés oxidativo y la posible aplicacién
clinica de estos compuestos, que incluyen a los antioxidantes tidlicos, han
sido objeto de una reciente revision (Miquel, 2002). Segun las publicaciones
revisadas, las primeras investigaciones en animales tratados con antioxidantes
ya demostraron que algunos de estos compuestos podian aumentar la
longevidad media de ratones y ratas, y que entre los antioxidantes mas
eficaces para retrasar el envejecimiento se encontraban los antioxidantes
tidlicos. Asi, Miquel y Economos (1979) demostraron que la suplementacién de
la dieta con tioprolina sédica o magnésica no s6lo aumentaba la longevidad de
drosofilas y ratones sino que también frenaba su pérdida de capacidad
reproductora y coordinaciéon neuromuscular.

A pesar del tiempo transcurrido desde estos estudios en animales, aun
no se han investigado los efectos de la ingesta de estos antioxidantes para

detener el envejecimiento prematuro que sufren numerosos humanos ni para
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proteger contra los sindromes degenerativos ligados a la edad, en cuya
patogénesis parece estar implicado el estrés oxidativo, como cataratas, DMAE,
arteriosclerosis y disfunciéon inmunolégica (Harman, 1986; Miquel, 1998).

Segiin Yu (1999), un problema relacionado con la administracién de
antioxidantes es la dificil interpretacion de los resultados a causa de la
homeostasis “estrés oxidativo/defensa antioxidante” de los organismos y el
consecuente reajuste de los niveles de los diversos antioxidantes (fisiologicos y
administrados en la dieta).

Por otra parte, Rottkamp et al. (2000) comentan que los antioxidantes
generalmente utilizados no pueden causar aumentos consistentes en la
longevidad méaxima de las especies y que esta relativa ineficacia de los
tratamientos antioxidantes probablemente se debe a que se dirigen a “dianas
inadecuadas”.

Las opiniones antes resumidas justifican el presente estudio centrado
en mejorar la proteccion antioxidante de la importante “diana” del ataque
desorganizador de las ERO que son las mitocondrias.

La justificacion principal del estudio de los efectos de NAC y TP sobre la
longevidad y la salud en humanos se basa en la observacion de que el
envejecimiento se acompafia de una progresiva oxidacién del glutation y de
otros compuestos tidlicos en los tejidos de los vertebrados e invertebrados
(Miquel y Weber, 1990). Ademas, el uso de antioxidantes activos sobre las
mitocondrias se justifica por el dato mas reciente de que el aumento del
cociente GSSG/GSH es mucho mas marcado en las mitocondrias que en el
compartimento extramitocondrial (Esteve et al., 1999; Sastre et al., 2000b).
Por ello seria conveniente realizar ensayos clinicos de NAC y TP, puesto que
elevan los niveles tisulares de los principales tioles fisiolégicos como el
glutation y cisteina y por lo tanto aumentan la proteccién contra el estrés
oxidativo que sufren las mitocondrias (Dansette et al., 1990).

También justifican una futura aplicacién clinica de los antioxidantes
ticlicos los estudios inmuno-gerontolégicos de otros laboratorios (De la Fuente
y Miquel, 1994).
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De entre los numerosos trabajos del grupo de De la Fuente, tiene
particular relevancia que el tratamiento de ratones OF1 con NAC, TP o
mezclas de ambos, modula numerosas funciones del sistema inmunolégico,
con efectos beneficiosos sobre la inmunocompetencia. Es muy importante
desde el punto de vista de una posible accién preventiva del envejecimiento
patolégico de los humanos, que en estudios utilizando el modelo de
envejecimiento prematuro del ratén (ligado a sus altos niveles de ansiedad,
que impiden una rapida exploracién del laberinto), la accion estimulante de la
TP sobre la funcioén fagocitica de los macrofagos y protectora de la normal
homeostasis antioxidantes/estrés oxidativo (con disminucién de los niveles de
superoxido extracelular), fue mas evidente en los ratones prematuramente
envejecidos que en los que mostraban un envejecimiento normal (Correa et al.,
1999).

También tiene gran interés gerontolégico la observacién de que la
cantidad de NAC y TP necesaria para aumentar la fagocitosis, la actividad de
las células natural killer y especialmente la respuesta proliferativa al mitégeno
Concanavalina A (una funcién que disminuye mucho con la edad) es mayor en
los ratones viejos que en los adultos (De la Fuente, 2002), lo que apoya el
concepto de que la homeostasis se deteriora al envejecer. Esta observacién
estd de acuerdo con nuestros resultados sobre las alteraciones del peso
corporal en los ratones que envejecen, y el mayor beneficio que obtienen del
tratamiento con los antioxidantes tidlicos los ratones de peso excesivo (y
menos eficaz homeostasis ponderal) en comparacién con los animales de peso
normal.

En resumen, nuestros datos sugieren que la accién antioxidante de TP
puede proteger las mitocondrias de higado y rifién de los ratones, frenando el
envejecimiento y consiguiente pérdida de homeostasis y funcion (incluyendo la
funciéon excretora y detoxificadora) de estos dos organos. Ademas, los
resultados del grupo de De la Fuente muestran que NAC y TP tienen un
marcado efecto normalizador de la funciéon inmunolégica, sobre todo en los

animales de homeostasis deficiente debido a su envejecimiento.
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Esta accion anti-envejecimiento de NAC y TP sobre el higado, rifién y
sistema inmunologico ya demostrada en el ratén de laboratorio, aconseja la
realizaciéon de estudios clinicos. Su principal objetivo seria investigar si estos
antioxidantes podrian, a través de su accién protectora sobre mltiples
mecanismos homeostaticos que se alteran con la edad, contribuir a prevenir o
frenar varias de las enfermedades degenerativas, de patogenia ligada al estrés
oxidativo, que dificultan o impiden la consecucién de una larga vida, con

salud y satisfactorio rendimiento funcional
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Modelo de envejecimiento celular in vitro

1. Se observé un dafno celular demostrado por la inhibicién de la sintesis de
ATP y el incremento de LDH en el medio celular al incubar las células con PN,
con agentes quimicos inductores de hipoxia, glucopenia e isquemia y durante
una exposicion prolongada a bajas concentraciones de oxigeno. Por lo tanto
una disminucién del ATP sugiere que estos modelos de estrés metabdlico
proporcionan un nuevo modelo de envejecimiento celular in vitro en células
diferenciadas. Este modelo puede ser utilizado como complemento al modelo
mas ampliamente utilizado hasta ahora que son fibroblastos en cultivo

primario.

2. El tratamiento con antioxidantes de las células del EPRb, protegi6 frente al
dano celular inducido en las condiciones anteriores, siendo el mas eficaz TP
seguido de NAC y por ultimo VC.

3. De las anteriores condiciones de induccién de dafno por estrés oxidativo,
s6lo peroxinitrito y una exposicién prolongada a bajas concentraciones de

oxigeno provocaron la muerte por apoptosis en estas células.

4. La apoptosis fue evitada cuando las células se trataron previamente con TP,

NAC o VC antes de ser expuestas a una hipoxia prolongada.
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Conclusiones

Modelo de envejecimiento in vivo

1. La supervivencia fue mayor en los grupos suplementados con antioxidantes,

obteniendo la mayor supervivencia en el grupo suplementado con TP.

2. Los animales tratados con antioxidantes mantenian su peso 6ptimo (36-40

g) a lo largo del estudio.

3. Los ratones no supervivientes, poseian una distribucién de peso semejante

a la obtenida en animales de mayor edad (48-54 semanas).

4. La suplementacioén de la dieta con TP mantuvo un mejor aspecto fisico y de

coordinacién neuromuscular.

5. Se produjo un descenso del ICR mitocondrial tanto en higado como en rifién

dependiente de la edad.

6. La administracién de TP en el pienso ejercié un efecto protector los sistemas

enzimaticos estudiados en mitocondrias renales.

7. La administracién de antioxidantes disminuy6 la formacién de peréxidos de

lipidos tanto en mitocondrias hepaticas como renales.

El antioxidante tiélico TP es mas efectivo en la prevenciéon del dano celular

tanto in vitro como in vivo.
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