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1.1.1. English Abstract

Title: Effects of exogenous treatment with rhGH on the lipid profile, paraoxonase
activity and other corporal parameters of adult and old BALB/c mice fed two diets

containing lactalbumin.

Abstract

Aging in animals is accompanied by the apparition of deleterious processes, not
always exclusive of old age. In the search for strategies struggling aging and its
unwanted effects, this study tested two strategies antiaging and their interactions:
the exogenous treatment with recombinant human Growth Hormone (rhGH) on one
hand, and the nutrition with a high quality protein source as lactalbumin on the

other hand.

The objectives of this study were:

1) To apply two anti-aging strategies, namely: rhGH treatment and feeding two
dietary lactalbumin levels (14% or 20%), to adult and old BALB/c mice to
study its effects, as well as the age effect, on feed intake, corporal parameters,
body composition, specially body protein, body fat and the relationship

between them.
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2) To study the effects of the two strategies and the age effect on the lipid profile
and the paraoxonase (PON1) activity.

3) To Evaluate the possible effects of the factors studied (AGE, TREATMENT and
DIET), as well as the interactions among the factors by means of the ANOVA
analysis and post hoc multiple comparison analysis.

4) Controls were used at two levels: on the first level, controls were of two types
depending on the factor considered i.e. rhGH vs. saline, and 20% diet vs. 14%
diet. Whereas the second level of controls were used to compare the
experimental lactalbumin diets vs. a maintenance commercial diet.

5) Finally, a histological study of the liver was performed to test the hepatocyte

status among the different groups of mice.

Experimental Design

In the study, 72 male BALB/c mice (Charles River, Barcelona, Spain) were
maintained under controlled conditions (Animalario Seccién Departamental de
Fisiologia UCM, ES280790000085) until the required age was attained (6 or 18
months, n=36 adults, n=36 olds). The experimental period was 30 d and began after
7 d of previous adaptation to diet. Mice of each age group were assigned randomly
to one of the three diets: control commercial (A04, Panlab, Barcelona, Spain), or one
of the two experimental lactalbumin diets (14% or 20%). The groups within each
age-groups were: CC (n=12), 14% (n=12) and 20% (n=12). Additionally, the
treatments to mice were assigned randomly to be either rhGH (NovoNordisk S.A.

Spain), (2 pg/g BW) or saline solution (20 pL/g BW), administered s.c. twice daily.

16
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Results and conclusions

The influence of the factors AGE, TREATMENT and DIET on the studied parameters
of experimental mice was variable but AGE and TREATMENT effects were greater
than DIET effects. However, DIET effects also showed some influences as in the case
of lipid profile and in the interactions with the other factors. The study of the body
protein/body fat ratio was the best way to know the substrate utilization by the

experimental mice.

Treatment of adult and old mice with rhGH increased their body weight, body gain,
and lean body, by means of the increased dietary efficiency, conducting dietary

substrates to body protein stores rather than fat stores.

The 14% lactalbumin diet seemed to supply an adequate amount of substrates as
the body protein/fat ratio was more positive than those fed 20% lactalbumin diet,
these last mice even appeared to suffer an excess of supply of substrates (both saline

and rhGH treated).

Results suggested that lactalbumin diets increased atherogenic status in all
experimental mice. However, these diets provoked only in saline adult mice marked

alterations compatible with hepatic steatosis.

The PON1 activity that originally was described as an index of atherogenic risk and
lipid oxidation resulted modified by the liver alteration mediated by the dietary

lactalbumin intake in confluence with other circumstances.

17



indice

Treatment with rhGH to adult mice of both diets seemed to revert the hepatic

steatosis increasing the PON1 activity improving also their lipid profile.
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1.1.2. Resumen en espafiol

Titulo: EFECTOS DE LA ADMINISTRACION EXOGENA DE rhGH Y DE LA INGESTA
DE DIETAS CON LACTOALBUMINA SOBRE EL PERFIL LIPiDICO, LA ACTIVIDAD
PARAOXONASA Y PARAMETROS PONDERALES EN RATONES BALB/c ADULTOS Y

VIEJOS

Resumen

El progreso de la edad lleva en los seres vivos al envejecimiento como un proceso
ineludible y viene acompafiado de una serie de alteraciones y procesos deletéreos
que no son exclusivos de la vejez. En este estudio se seleccionaron dos estrategias
antienvejecimiento: por un lado la estrategia endocrina consistente en la
administracion exégena de hormona de crecimiento humana recombinante (rhGH),
y por otro la estrategia nutricional que propone el suministro de una proteina de

alta calidad nutricional como es la lactoalbiimina en dos concentraciones en la dieta.

Los objetivos de esta tesis doctoral fueron los siguientes:

1) Aplicar dos estrategias antienvejecimiento: el tratamiento con rhGH y la
alimentacién con dietas conteniendo dos concentraciones de lactoalbimina
(14% y 20%) a ratones BALB/c maduros y viejos, para determinar sus

efectos, asi como la diferencia de edad, sobre los parametros ponderales, la
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2)

3)

4)

5)

ingesta, y la distribucion de sustratos corporales, en especial la grasa y la
proteina, asi como la razén proteina/grasa.

Estudiar, los efectos de dichas estrategias y la edad, sobre el perfil lipidico y
la actividad de la enzima paraoxonasa (PON1).

Evaluar los posibles efectos de los factores (EDAD, TRATAMIENTO y DIETA),
asi como de las interacciones de dichos factores (analisis de la varianza) y el
estudio posterior de las diferencias de entre grupos (comparacién post hoc).
Realizar estudios comparativos con controles a dos niveles. Por una parte,
con controles del tratamiento endocrino y nutricional, comparando ratones
tratados con rhGH frente a salinos, asi como 20% frente a 14%; y en segundo
lugar comparando los ratones alimentados con las dietas experimentales
frente a controles alimentados con una dieta comercial control.

Se realizé un estudio histolégico del parénquima hepdatico para poder
comprobar y comparar el estado de los hepatocitos entre los diversos grupos

experimentales y controles.

Diserio experimental

Se utilizaron 72 ratones BALB/c machos (Charles River, Barcelona, Espafia) que se
mantuvieron en condiciones controladas (Animalario de la Secciéon Departamental
de Fisiologia UCM, ES280790000085) hasta que los animales alcanzaron la edad
experimental (6 6 8 meses). El periodo experimental tuvo una duracién de 30 dias y
comenzd después de un periodo de adaptaciéon a la dieta (7 d). La dieta suministrada

se determind aleatoriamente entre la dieta control comercial (A04, Panlab,
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Barcelona, Espafia) y una de las dos dietas experimentales isoenergéticas, con 14%
0 20% lactoalbumina. Los grupos dentro de cada grupo de edad fueron: CC (n=12),
14% (n=12) y 20% (n=12). Ademas se determiné aleatoriamente el tratamiento
para administrar a cada uno de los ratones alimentados con las dietas de
lactoalbumina (dos veces al dia, via s.c), bien hormona de crecimiento recombinante
humana (rhGH) (2 pg/g peso ratén) (NovoNordisk S.A. Espafia) o solucion salina

isotdnica (control salino) (20 pL/g peso raton).

Resultados y conclusiones

La influencia de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA sobre los parametros
estudiados en los ratones experimentales fue variable pero la EDAD y el
TRATAMIENTO fueron los factores mas significativos, aunque la DIETA influy6
sobre el perfil lipidico e interacciones con los otros factores. La razén proteina/grasa
corporal fue el mejor indicador para conocer la utilizaciéon de sustratos por los
ratones en estudio. El tratamiento con rhGH incrementd el peso corporal y la
ganancia del peso, asf como la masa magra de los ratones, adultos y viejos, a través
del incremento de la eficacia alimentaria y el depdsito proteico. La dieta del 14% de
lactoalbiimina pareci6 suministrar un nivel de sustratos mas adecuado que la dieta
del 20% ya que el indice proteina/grasa fue mas favorable, el 20% llevé a los ratones
a que mostraran signos de un exceso de sustratos (tanto rhGH como salinos). En
general, las dietas con lactoalbiumina se mostraron aterogénicas en los ratones
experimentales. Dichas dietas provocaron, inicamente en los adultos sometidos a

ambas dietas (14 y 20%) con lactoalbiimina, una serie de alteraciones compatibles
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con la esteatosis hepatica. Por el contrario, estas dietas no parecieron afectar a los
ratones viejos en las mismas condiciones experimentales. La actividad sérica de
PON1, que originariamente se propuso como indice de riesgo aterogénico y
oxidacion lipidica resulté modificada por la alteracién hepatica mediada por la
ingesta de las dietas con lactoalbimina en determinadas circunstancias. La
administracion exdégena de rhGH alos ratones adultos alimentados con ambas dietas
con lactoalbumina parecio revertir la alteracion hepatica por una parte y por otra
aumentd significativamente la actividad sérica de PON1, mejorando también el

perfil lipidico.
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no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de
14% vy 20% de lactoalbdmina.

Tabla 14. Analisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO vy DIETA, asi
como de sus interacciones sobre el peso corporal vacio, proteina (g), proteina (%) y razén
proteina/grasa en ratones BALB/c adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y
sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

Tabla 15. Analisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi
como de sus interacciones sobre el peso del higado, corazén y colon en ratones BALB/c adultos
y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

Tabla 16. Analisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi
como de sus interacciones sobre el colesterol total, triglicéridos, HDL e indice aterogénico en
ratones BALB/c adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas
con concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbdmina.

Tabla 17. Analisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi
como de sus interacciones sobre glucosa, leptina, IGF-1, PON1 y PON1: HDL en ratones BALB/c
adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

Tabla 18. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi
como de sus interacciones sobre LPO y muerte celular y en ratones BALB/c adultos y viejos, no
tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de
14% vy 20% de lactoalbimina.
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Grafico 1: comparacion de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14% vy 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) grasa corporal residual, b) grasa corporal porcentual, c) grasa
abdominal, d) grasa gonadal, e) suma de depdsitos grasos.

Grafico 2: comparacion de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14%y 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) suma de musculos, b) peso corporal vacio, c) proteina corporal, d)
proteina corporal porcentual, e) razén proteina/grasa.

Grafico 3: comparacion de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14%y 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) peso higado, b) peso corazdn, c) peso colon.

Grafico 4: comparacion de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14% vy 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) colesterol, b) triglicéridos, c) HDL-colesterol, d) indice aterogénico.

Grafico 5: comparacion de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14%y 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) glucosa, b) leptina, c) IGF-1.

Grafico 6: comparacion de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14% vy 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) PON 1, b) PON 1: HDL.

Grafico 7. Relaciones lineales de ganancia de peso y la ingesta total con peso final, en ratones
BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbumina.

Grafico 8. Relacidn lineal de |a eficacia alimentaria con el peso final, en ratones BALB/c, adultos
y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

Grafico 9. Relacidn lineal entre la glucemia vy la ingesta total, en ratones BALB/c, adultos y viejos,
no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de
14% y 20% de lactoalbumina.

Grafico 10. Relacidn lineal entre ganancia de peso y eficacia alimentaria, en ratones BALB/c,
adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

Grafico 11. Relacion lineal entre la grasa corporal residual y el peso final, en ratones BALB/c,
adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

Grafico 12. Relacidn lineal entre la grasa corporal residual y la glucemia, en ratones BALB/c,
adultos y viejos, no tratados (salinos) (a) y tratados con rhGH (b) y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.
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Grafico 13. Relacion lineal entre la suma de musculos y el peso final, en ratones BALB/c, adultos
y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

Grafico 14. Relacidn lineal entre la proteina corporal y el peso final, en ratones BALB/c, adultos
y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas de 14% y 20% de lactoalbumina.

Grafico 15. Relacion lineal entre la razdon proteina/grasa y la glucemia, en ratones BALB/c,
adultos y viejos, no tratados (salinos) (a) y tratados con rhGH (b) y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

Grafico 16. Relacidn entre pesos de corazén y colon con el peso final, en ratones BALB/c, adultos
y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas de 14% y 20% de lactoalbumina.

Grafico 17. Relacion lineal entre peso del higado y el peso final, en ratones BALB/c, adultos y
viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas de 14% vy 20% de lactoalbumina.

Grafico 18. Relacién lineal entre HDL y el peso final, en ratones BALB/c, adultos y viejos, no
tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de
14% vy 20% de lactoalbdmina.

Grafico 19. Relacion lineal entre el valor de LPO y el peso final, en ratones BALB/c, adultos y
viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas de 14% y 20% de lactoalbumina.

Grafico 20. Relacion lineal entre la muerte celular y PON1, en ratones BALB/c, adultos y viejos,
no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de
14% y 20% de lactoalbdmina.

Grafico 21. Relacidn lineal entre el valor de LPO y el peso vacio, en ratones BALB/c, adultos y
viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas de 14% y 20% de lactoalbumina.

Grafico 22. Relacidn lineal entre PON1y la razén PON1: HDL, en ratones BALB/c, adultos y viejos,
no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de
14% y 20% de lactoalbumina.
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Introduccion

2.1. ENVEJECIMIENTO
2.1.1 DEFINICION DE ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un proceso irreversible que afecta de forma heterogénea a las
células de los seres vivos, las cuales, con el paso del tiempo, se ven sometidas a un
deterioro morfoldgico y funcional que finalmente puede conducirlas a la muerte
(Warner, Hodes y col. 1997).

Para definir el envejecimiento existen multiples propuestas debido a la gran
variedad de procesos que se ven implicados en un fenémeno tan complejo.

Una forma de definir el envejecimiento, como proceso biolégico, la constituyen las
cuatro reglas expuestas por el gerontélogo americano Bernard Strehler (Strehler
1962) segun las cuales, el envejecimiento seria un fenémeno:

1) Universal. La universalidad del envejecimiento se refiere a la incidencia de
dicho proceso en todos los individuos de una especie. Todos los individuos
envejecen, y lo mismo puede decirse de todas las especies animales multicelulares,
especialmente de aquellas que, como la humana, dejan de crecer al alcanzar el
desarrollo adulto.

2) Intrinseco. El caracter endégeno se refiere a que las causas del proceso estan
determinadas mayoritariamente por factores internos (en ultima instancia por los
genes) y no por el ambiente. Dos hechos confirmarian esta circunstancia: el
envejecimiento contintia aunque se proteja al individuo de toda fuente de dafio
procedente del exterior y la existencia de distintas longevidades maximas en
diferentes especies que viven en el mismo ambiente.

3) Progresivo. Supone que las causas del proceso estan presentes en los

individuos a lo largo de toda su vida. De esta forma, los cambios que se observan con
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la edad, como el deterioro de las capacidades fisioldgicas (gasto cardiaco maximo,
elasticidad muscular, capacidad vital...), se producen de forma progresiva.

4) Deletéreo. El envejecimiento tiene un marcado caracter perjudicial para el
individuo. Los cambios asociados al envejecimiento se observan de manera mas
clara en células postmitéticas, como neuronas y cardiomiocitos (Miquel, Economos
y col. 1980) que en las que se dividen continuamente, como los enterocitos
intestinales.

Otra definicion adecuada seria la que propone que el envejecimiento es la
acumulacién progresiva de cambios con el paso del tiempo que reducen la capacidad
del individuo para enfrentarse al estrés disminuyendo asi sus posibilidades de
supervivencia (Harman 1992).

Hasta que el individuo llega a su madurez se va a originar una produccion,
mantenimiento y reparacion de tejidos, adecuados, pero a partir de este momento,
comenzaria una degradaciéon endogena que va a conducir a una pérdida de
funcionalidad y de supervivencia. Por lo tanto, otra definiciéon del envejecimiento
serfa un conjunto de procesos que van a contribuir a incrementar la tasa de
mortalidad especifica para una poblacién que vive en condiciones ideales para la
supervivencia. Estos procesos tienen una importancia relativa en la naturaleza, ya
que las causas extrinsecas de mortalidad son tan frecuentes que s6lo un nimero
muy pequeiio de individuos sobreviven hasta alcanzar la longevidad maxima de su

especie (Kirkwood 2005).

2.1.2. CARACTERISTICAS DEL ENVEJECIMIENTO
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En el envejecimiento existirian cinco caracteristicas comunes a nivel de organismo,
tejido o células. Asi, a partir de la madurez:

1) Aumentaria la mortalidad.

2) Cambiaria la composiciéon bioquimica de los tejidos.

3) Deterioro de las capacidades fisiolégicas como elasticidad muscular

4) Disminuiria la capacidad de adaptacién a estimulos medioambientales.

5) Aumentaria la vulnerabilidad para enfermedades como procesos degenerativos
nerviosos o musculares, alteraciones del sistema inmune o tumores debidos a una
desregulacidn en la proliferacion celular (Bruce y Troen 2003).

A nivel molecular, la capacidad metabdlica, respuesta al estrés, desregulacion y
estabilidad genética, son importantes en el desarrollo del envejecimiento (Jazwinski
2000). Finalizado el desarrollo del ser vivo, la inestabilidad génica produciria una
acumulacién de errores que no podrian ser reparados y ocasionarian la muerte
(Kale y Jazwinski 1996). Las modificaciones metabdlicas pueden conducir al
desarrollo de patologias como hipertension, aterosclerosis e hipertrofia del
ventriculo izquierdo y el riesgo de estas enfermedades aumenta con la edad,
mientras que el ejercicio aerébico contribuye a mantener la flexibilidad arterial y
reduciria la presion arterial sistélica (Graham, Evans y col. 2008). Por el contrario,
si ademas del avance de la edad existen situaciones fisiopatoldgicas concomitantes
como sindrome metabélico y enfermedades cardiovasculares, el envejecimiento se
acelera (Allard, Gosein y col. 2011).

El envejecimiento y el sindrome metabodlico estan asociados a un aumento de la
lipoperoxidaciéon (LPO) y generacion de radicales libres de oxigeno (ROS). Como

resultado se produciria un aumento de estrés oxidativo, alteraciones en
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mitocondrias y lisosomas y una mayor prevalencia de enfermedades
cardiovasculares. Estos 6rganulos subcelulares tienen un papel muy importante en

la muerte celular programada o apoptosis.

Las mitocondrias van a generar grandes cantidades de ROS y son muy vulnerables a
los procesos de oxidaciéon que se producen durante el envejecimiento. Las
mitocondrias envejecidas se caracterizan por un deterioro en la integridad de su
membrana debido a los lipidos de membrana oxidados, un aumento en la
permeabilidad y una disminucién en la actividad de enzimas que son proteinas
integrantes de la membrana mitocondrial interna (Yu, Chen y col. 1996). El deterioro
de la funcién mitocondrial se debe a la disminucion de las tasas de transferencia de
electrones, de los complejos 1 y IV, y de consumo de oxigeno. En los roedores viejos
se observa un aumento de productos de oxidacion de fosfolipidos, de proteinas y de
DNA, y una disminucion de potencial de membrana. Estos factores son
determinantes para la apoptosis celular. Un indicador temprano de este tipo de
muerte celular seria estrés oxidativo mitocondrial producido por las altas
concentraciones de ROS que se asocia a dafio celular. El nivel de estrés aumenta con

la edad (Sastre, Pallardo y col. 2003).

2.1.3 TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

Existen un gran nimero de teorias para explicar la naturaleza del envejecimiento,
muchas de las cuales coexisten porque no se contradicen entre ellas, o porque tratan

de explicar formas independientes y diferentes de senescencia (Medveded 1990).
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Por la naturaleza multicausal del envejecimiento, resulta improbable que una tinica
teoria pueda explicar todos sus mecanismos. Asi, existen teorias evolutivas,

genéticas, celulares, moleculares y organicas (Semsei 2000).

El envejecimiento seria la consecuencia de una serie de factores, intrinsecos
(genética) y extrinsecos (ambientales, estilo de vida y enfermedades asociadas), que
interactdan sobre el organismo a lo largo del tiempo, y determinan, finalmente un
debilitamiento de la homeostasis que culmina con la muerte. El programa genético
empezaria a ejecutarse con el desarrollo, continuaria en el adulto y que culminaria,
tras la etapa reproductiva, con la vejez (Finch 1990) El envejecimiento, por lo tanto,
obedeceria a un proceso enddgeno y progresivo debido a mas de una causa
principal. Asi, aunque los animales se mantengan en condiciones éptimas durante
toda su vida, seguiran mostrando una velocidad de envejecimiento tipicamente

caracteristica de su especie.

Una teoria del envejecimiento deberia explicar cambios: perjudiciales (reducen las
funciones), progresivos (que tengan lugar gradualmente), intrinsecos (que no sean
por causa de agentes medio ambientales modificables), universales (todos los

miembros de una especie deben revelar los déficit) (Strehler 1982).

Las numerosas teorias para explicar el envejecimiento se pueden dividir en dos
grandes grupos: las que afirman que el proceso de envejecimiento seria el resultado
de la suma de alteraciones que ocurren de forma aleatoria y se acumulan a lo largo
del tiempo (teorias estocdsticas) y las que suponen que el envejecimiento estaria

predeterminado (teorias no estocdsticas o deterministas).
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Las Teorias estocdsticas. De acuerdo con estas el envejecimiento se produce como
producto de fenémenos aleatorios y postulan que se produce una acumulaciéon
fortuita de acontecimientos perjudiciales provocada por la exposicion a factores
exdgenos externos. Dentro de este grupo estan incluidas las teorias de los radicales
libres, inflamatoria, inmunolégica, de los productos de deshecho, de las uniones
cruzadas, del error-catastrofe, de la mutacion somatica y las teorias genéticas (de

regulacion génica, de la diferenciacién terminal y de la inestabilidad del genoma).

Las Teorias no estocdsticas o deterministas. Bajo este concepto se engloban
diferentes teorias que se describen mediante un nimero limitado de variables
conocidas. Sugieren que los procesos del envejecimiento estan programados dentro
del genoma de cada organismo. En este grupo estan incluidas, entre otras, la teoria
de la capacidad replicativa finita, las teorias de programas o de desarrollo (de relojes
biolégicos, la hipotesis de los genes determinantes de la longevidad, de la
inactivaciéon de multiples copias de DNA) y las teorias evolutivas (de Weissman, de
acumulacién del dafio, de acumulacién de mutaciones, antagonistica pleiotroépica,

del soma descartable o desgaste y del gen egoista).

2.1.4. MANIFESTACIONES DE LA VEJEZ
2.1.4.1. Composicion corporal
La composicién corporal de cualquier animal seria el resultado de la influencia de la

nutricion en un periodo de tiempo dado, sobre los factores genéticos y fisiologicos
que conjuntamente determinan su fenotipo. Por lo tanto, a través de variaciones en
la dieta se podria modificar la composiciéon corporal de animales que comen ad

libitum. Los animales tienen un crecimiento dado y van a modificar la ingesta a fin
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de llegar a su maximo desarrollo, de la mejor forma posible (Webster 1972). Su
velocidad de crecimiento y su composicidn corporal van a depender de la cantidad

de nutrientes que consumen y de como lo hacen (Parks 1982).

El envejecimiento se asocia a cambios en la composicion corporal, especialmente
pérdida de componentes magro como se produce en la sarcopenia o pérdida de
musculo esquelético y aumento de masa grasa (DiPietro, Katz y col. 1999). Ademas,
se van a producir disminuciones de la actividad fisica, de hormonas como
testosterona, hormona de crecimiento (Growth Hormone, GH) y estrégenos, y de
excreciéon urinaria; asi como de resistencia a la insulina (Sattler 2013). Muchos
ancianos presentan un apetito reducido por lo que consumen dosis inferiores de
proteinas, lo que produce un ritmo acelerado de sarcopenia, que puede ir unido a
alteraciones cognitivas, disminucion de la masa ésea, disfuncién inmune, anemia o

alteraciones musculares (Chapman 2004).

2.1.4.2. Perfil lipidico
El descenso en los niveles séricos de colesterol va a producir una disminucién en la

incidencia y en la prevalencia de muerte por cardiopatia isquémica y/o de
enfermedades cardiovasculares, mientras que una concentraciéon elevada de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) seria un factor de riesgo, y elevadas
concentraciones séricas de lipoproteinas de alta densidad (HDL) protegerian de
enfermedades cardiovasculares (Asztalos, Lefevre y col 2000). Por ello,
preventivamente, se intentaria aumentar los valores plasmaticos de HDL para
disminuir el riesgo de padecer esas enfermedades. También se han relacionado unos
altos niveles de triglicéridos (TG) con el desarrollo de cardiopatias (Gugliucci y

Menini 2015).
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Las HDL tienen actividad antioxidante y serian capaces de inhibir la peroxidacion de
las LDL (Ng, Shih y col. 2005). También se encargan del transporte reverso del
colesterol desde los macrofagos y células tisulares al higado, donde sera excretado
directamente o convertido en acidos biliares (Barter 2002). Ademads, las HDL
inhiben las células endoteliales que favorecen la adhesién de monocitos y
fibroblastos que forman la placa de ateroma. En el envejecimiento de los ratones se
produciria aumento en los valores de colesterol y disminucién de los niveles de HDL,
por lo que se ve.incrementado el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.
Las LDL oxidadas se acumulan y van a ser reconocidas por receptores que
promueven la adhesion de monocitos y neutroéfilos a la pared endotelial (Navab,

Hama y col. 2001).

2.1.4.3. Paraoxonasa 1 (PON1)
La Paraoxonasa 1 (PON1) es una enzima, que forma parte de una familia de

proteinas que también incluye PON 2 y PON 3 (Costa, Vitalone y col. 2005). El
nombre se refiere a su capacidad para hidrolizar al Paraoxon (metabolito del
insecticida denominado Paration) (Ng, Shih y col. 2005). Esta enzima se encuentra
en una subfraccién de las HDL. Su presencia también se ha detectado en las

lipoproteinas de muy alta densidad (VHDL) (Bergmeier, Siekmeier y col. 2004).

Mas concretamente, PON1 es una glicoproteina esterasa calcio-dependiente
formada por 354 aminoacidos y con peso molecular de aproximadamente 45 kDa
(Hassett, Richter y col. 1991), que presenta tres actividades: paraoxonasa (hidroliza
compuestos organofosforados que se utilizan como insecticidas), arilesterasa
(hidroliza ésteres aromaticos) y lactonasa (hidroliza lactonas aromaticas y

alifaticas). La actividad arilesterasa es la que presenta importancia fisiolégica. Esta
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enzima es sintetizada por el higado y, una vez en el plasma, se asocia a HDL (Costa,
Giordano y col. 2011) y, en menor proporcidn, a las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) y a los quilomicrones (Deakin, Moren y col. 2005). Un pequefio
porcentaje quedaria en forma libre (Fuhrman, Volkova y col. 2005). Una de las
propiedades de PON1 es la protecciéon de HDL y LDL frente a la oxidacion. El grado
de oxidacién de las LDL se relacionaria inversamente con la actividad arilesterasa
(Costa, Cole y col. 2003). Esta acciéon es fundamental para la prevencién del
desarrollo de enfermedades cardiovasculares y de aterosclerosis (Aviram y Vaya
2013). Es necesario un equilibrio entre la forma enzimatica unida a las lipoproteinas
y la forma libre. Un aumento de esta ultima, se relacionaria con elevados niveles de
estrés oxidativo (Rosenblat, Elias y col. 2013). Otras de las propiedades de PON1
serian la capacidad de inhibicién de las moléculas de adhesién (Mackness y
Mackness 2004), de la formacién de células espumosas y de la biosintesis de
colesterol por macréfagos, y la capacidad activadora del transporte inverso del

colesterol (Rosenblat, Vaya y col. 2005).

Los niveles plasmaticos de esta enzima varian con la edad, siendo muy bajos en el
nacimiento para ir aumentando gradualmente durante los dos primeros afios de
vida humanos. Luego permanece estable y disminuye en el envejecimiento. En los
ancianos este descenso se encuentra asociado al aumento del estrés oxidativo

(Costa, Vitalone y col. 2005).

Existen medicamentos que aumentan la expresién y la actividad de PON1 en
animales y humanos. Se han estudiado farmacos cardiovasculares (Estatinas,

Fibratos, Acido Acetil salicilico) y farmacos antidiabéticos (Sulfonilureas,
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Rosiglitazona). Se debe valorar la relacidn riesgo/ beneficio, ya que, como cualquier
farmaco, su uso cronico produciria efectos adversos (Costa, Giordano y col. 2011).
También existe la posibilidad de administracion exégena de PON1 recombinante

humana (Stevens, Suzuki y col. 2008).

Como PONT1 se inactiva con agentes oxidantes end6genos o exdgenos (Nguyen y Sok
2003), una estrategia importante y mas segura para la salud, serfa la administraciéon
de una dieta antioxidante para aumentar los valores enzimaticos (Costa, Giordano y
col. 2011). Para ello, se podria incrementar la ingesta de vitaminas C y E (Kunes,
Cordero-Koning y col. 2009), suplementacién con Resveratrol (Costa, Giordano y col.

2011) o Taurina (Dirican, Tas y col. 2007).

Se pueden encontrar alteraciones en los niveles de PON1 plasmaticos en
enfermedades cardiovasculares, diabetes, Alzheimer, enfermedades crénicas
renales y hepaticas (Camps, Marsillach y col. 2009). Asi, pacientes con enfermedad
coronaria, con hipercolesterolemia familiar (Tomas, Senti y col. 2000), en diabéticos
tipo 1 y 2 (Mackness, Durrington y col. 2002), en artritis reumatoide (Tanimoto,
Kumon y col. 2003) y en demencias (Paragh, Balla y col. 2002), los niveles de PON1
se encuentran disminuidos. En diabéticos, ademas, la forma libre de PON1 se

encuentra incrementada (Gaidukov, Rosenblat y col. 2006).

La actividad de PON 1 también se encuentra disminuida en fumadores y en dietas
ricas en grasas (Costa, Vitalone y col. 2005). También la disminucién en la expresion
de PON1 se relacionaria con un aumento del estado aterogénico (Rozenberg, Shih y
col. 2003), con un incremento de enfermedades cardiovasculares (Gugliucci y

Menini 2015), con cirrosis y hepatitis cronica (Ferre, Camps y col. 2002). Por lo
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tanto, PON 1 se podria utilizar como marcador de riesgo cardiovascular y hepatico,

e indicador de riesgo de padecer aterosclerosis (Costa, Vitalone y col. 2005).

2.1.4.4. Estado oxidativo y lipoperoxidacion
La mayor parte del dano oxidativo en los sistemas biologicos se debe a que la

utilizacion del oxigeno por las células da lugar a la generacién de radicales libres.
Estos radicales se caracterizan por la presencia de electrones individuales, no
apareados, en los orbitales mas externos de su estructura atomica (Riley 1994). Con
esta configuracién se adquiere la capacidad de reaccionar, de forma muy rapida, con
diversas biomoléculas (proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos) a las
que oxidan, al secuestrar de éstas un electrdn, lo que produce cambios estructurales
y/o funcionales importantes que encuentran su repercusion a nivel celular, tisular y
organico. La mayor parte de los radicales que producen dafio en los sistemas
biolégicos son radicales libres de oxigeno, conocidos como especies reactivas de
oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species). Su origen puede ser interno y
externo. Los agentes enddgenos son: mitocondria (por la cadena respiratoria),
metabolismo de citocromo P450, peroxisomas y células activadoras de la
inflamacién (Inoue, Sato y col. 2003). Los generadores exégenos de ROS son:
xenobioéticos, metales (redox o no), iones y radiaciones (Valko, Rhodes y col. 2006).
Asi, existe la Teoria de radicales libres que intenta explicar el envejecimiento
(Harman 1956). Segun esta teoria, los radicales libres producidos durante la
respiracion aerobia causan un dafio oxidativo que se acumula y como resultado
produce una pérdida gradual de los mecanismos homeostaticos, que se traduce en
una disminucion de la capacidad funcional de la célula, lo que conduce al

envejecimiento y la muerte (Medveded 1990). En ese momento se conocia
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relativamente poco sobre los sitios celulares de generacion de los radicales libres y
su interaccién a nivel molecular. Teniendo en cuenta los avances que se han
producido en ese campo, la hipdtesis original de los radicales libres en el
envejecimiento se ha ido modificando. Asi, se incluye una relaciéon entre la
generacion de oxidantes, la protecciéon antioxidante y la reparacién del dafio
oxidativo. La expectativa de vida puede ser aumentada al disminuir el grado de los
fendmenos oxidantes (Balaban, Nemoto y col. 2005) y por aumento de antioxidantes
(Beckman y Ames 1998). Estudios realizados en insectos, hongos y células de
cultivo, apoyan el papel de la generacion de ROS mitocondrial en el control de

envejecimiento (Stroikin, Dalen y col. 2005).

Beckman y Ames publicaron una importante revisién en la que plantean una
division de las hipotesis en versiones “fuertes” y “débiles” La version “fuerte” de la
teoria plantea que el dafio oxidativo determina la esperanza de vida y que, por tanto,
un mayor dafio acortard la esperanza de vida; mientras que la versién “débil”
postula que el dafio oxidativo esta asociado con enfermedades relacionadas con el
envejecimiento. Por supuesto, existe una continuidad entre estas dos hipotesis
extremas. La version débil parece estar bien arraigada en los multiples estudios que
demuestran una asociacion entre el elevado dafio oxidativo con el envejecimiento y

las enfermedades degenerativas (Beckman y Ames 1998).

La mitocondria es el sitio mas importante de generacién de ROS (Barja, Cadenas y
col. 1994). En la cadena respiratoria mitocondrial, las peculiaridades de las
reacciones redox, hacen que los radicales libres se transfieran de uno en uno, siendo

ésta la principal razén por la que se producen fugas en la cadena. Se puede producir
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dafio tanto a la membrana interna de la mitocondria como a los componentes de
transporte de electrones o al DNA mitocondrial, lo que incrementa mas la
producciéon de ROS y, consecuentemente, mas el dafio a la mitocondria y aumenta el

estrés oxidativo por aumentar la produccién de oxidantes (Muller, Liu y col. 2004).

La tasa de generaciéon de ROS mitocondrial es menor en los animales longevos que
en los de vida corta. Esto se da en todos los vertebrados homeotermos longevos,
independientemente del valor de su consumo de oxigeno por unidad de peso
corporal (que es menor en animales de gran tamafio corporal que en los de pequefio
tamafo) y explica por qué los antioxidantes se correlacionan negativamente con el
potencial de vida maximo (los animales longevos tienen menores valores de
antioxidantes porque su tasa de generacion de ROS es baja) (Barja 2004). Los
estudios realizados en aves (animales homeotermos excepcionalmente longevos)
son especialmente ilustrativos ya que, al igual que ocurre en el caso de murciélagos
y primates, viven mucho mas tiempo que los mamiferos en general de peso corporal
o tasa metabdlica similar. A pesar de sus altas tasas de consumo de oxigeno, las tres
especies de aves estudiadas, pertenecientes a diferentes familias (periquitos,
canarios y palomas, con potencial de vida maximo de 21, 24 y 35 afios,
respectivamente) muestran tasas menores de generacion de ROS mitocondrial que
ratones y ratas (con potencial de vida maximo de 3 y 4 afios). En muchos casos es
posible porque el porcentaje de flujo electronico total en la cadena respiratoria
dirigido a la producciéon de ROS, es decir, el porcentaje de fuga de radicales libres, es
menor en el caso de las aves. Su cadena respiratoria transporta los electrones de
forma mas eficiente en lo que se refiere a evitar la fuga univalente hacia el oxigeno

(St Pierre, Buckingham y col. 2002).
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La generacion de ROS es mas importante conforme la tasa metabdlica se eleva, ya
que existe un mayor consumo de oxigeno. De hecho, las especies mas longevas, como
el hombre, tienen una tasa metabdlica mas baja y muestran mas elevadas sus
defensas antioxidantes que especies menos longevas, como ratén, mosca de la fruta
o el nematodo Caenorhabditis elegans (Rose 1999). También se han descrito tasas
menores de generacion de ROS mitocondrial en cerebro humano comparado con el
de rata (Kudin, Bimpong-Buta y col. 2004). Por otra parte, en la mayoria de los
estudios comparados realizados, la diferencia en producciéon de ROS mitocondrial
entre especies suele ser menor que la diferencia de potencial maximo de vida (Barja
y Herrero 1998). Esto estaria de acuerdo con la idea, ampliamente extendida, de que

existe mas de un factor principal causante del envejecimiento (Bruce y Troen 2003).

Los radicales libres son importantes en la regulacion de genes, en la replicacion y
diferenciacion celular, y en la apoptosis (Sen y Packer 1996). Los radicales libres de
oxigeno estarian relacionados con la regulaciéon de la muerte celular. La
superproduccion de ROS precede a las caracteristicas tipicas de la muerte celular
como alteraciones mitocondriales o condensacion de cromatina. Estos datos junto
con la proteccidn frente a la muerte por diferentes agentes antioxidantes muestran

la importancia de estas moléculas (Suzuki, Forman y col 1997).

El término apoptosis fue utilizado por primera vez en 1972, para indicar una nueva
forma de muerte celular. En este caso las células morian de una manera
morfolégicamente distinta a la muerte por necrosis, ya que se producian una serie
de cambios secuenciales que no tenian como resultado la pérdida de la integridad

de la membrana celular y que ademds no desencadenaban una respuesta
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inflamatoria, tal y como ocurria en la muerte por necrosis. Estos investigadores
propusieron la clasificacion de los procesos de muerte en dos amplias categorias. El
término de necrosis, que por entonces englobaba todas las formas de muerte, pasé
a denominar un tipo muerte rapida y violenta observada tras una alteracion
ambiental severa. En contraposicién, aparecia el término apoptosis, que englobaba
un proceso de muerte mas controlado que desempefiaria una funcion
complementaria a la mitosis en la regulacién de las poblaciones celulares (Kerr,
Wyllie y col. 1972). Mas tarde, otros embridlogos describieron estos mismos
cambios como muerte celular programada (PCD) (Clarke y Clarke 1996). Lo cierto
es que puede haber tantas formas de morir activa o de forma programada como
tipos celulares hay. Por esta razon, actualmente muchos autores prefieren utilizar el
término PCD en vez de apoptosis, siempre que los componentes de la célula
participen de una forma activa en su muerte, sin necesidad de que se produzcan
todos los cambios morfolégicos descritos en la apoptosis. 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 del organismo y eliminar las

células inservibles o que se tornan peligrosas (Kroemer, Galluzzi y col. 2009).

El estrés oxidativo produce un dafio en moléculas mitocondriales como DNA,
hidratos de carbono, lipidos y proteinas. Los productos se acumulan en pequeiias
proporciones, pero son de gran importancia cualitativa por la gran dificultad para
reparar el dafio. Las especies derivadas de oxigeno pueden reaccionar con
macromoléculas de forma perpetua (Sohal y Weindruch 1996). Las células
diferenciadas, postmitéticas, contienen mitocondrias que utilizan grandes

cantidades de oxigeno. Tejidos postmitdticos como el cerebro sufren mas dafio
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oxidativo y se ven mas afectados con la edad. Se han visto cambios en la funcion y
morfologia mitocondrial asociados al envejecimiento.(Sastre, Pallardo y col. 2003).
Las primeras investigaciones sobre la destruccién de moléculas bioldgicas por los
radicales libres se centraron en los lipidos (Gutteridge y Halliwell 1990). Los
radicales libres conducen a la degradacion oxidativa de los lipidos de la membrana
celular. Esto da lugar a la formacion de gran nimero de productos de degradaciéon
(hidroperoéxidos, aldehidos, cetonas...). La primera consecuencia de este proceso es
la profunda alteracion de las propiedades fisicoquimicas de las membranas y de la
funcionalidad de los enzimas alli ubicados. Se producen cambios en Ila
permeabilidad y fluidez de las membranas celulares. Las membranas

mitocondriales son especialmente vulnerables (Ross 1989).

La accion de los radicales libres sobre los lipidos tiene lugar fundamentalmente
sobre los acido grasos poliinsaturados (Cross, Halliwell y col. 1987), lo que provoca
su peroxidacién que conduce a pérdida de la flexibilidad y de las funciones
secretoras, y a la ruptura de los gradientes i6nicos de membrana. La reaccién de
peroxidacion puede iniciarla el radical hidroxilo (‘OH) al extraer un atomo de
hidrégeno de un carbono metileno de la cadena del acido graso y dejar un electron
desapareado, con lo que se genera un radical lipidico. Este radical rdpidamente sufre
un reordenamiento molecular para producir un dieno conjugado, que reacciona con
el oxigeno molecular y produce un radical hidroperoxil. Este radical puede a su vez
extraer un atomo de hidrégeno de un carbono metileno de otro acido graso
poliinsaturado para formar un nuevo radical lipidico. Este radical se combina con
otra molécula de oxigeno y contintia la reaccién en cadena. El hidroperdéxido lipidico

es un componente estable hasta que se pone en contacto con iones metalicos de
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transicion, entonces se producen mas radicales, que a su vez inician y propagan otra
cadena de reacciones. Los productos finales de este proceso son aldehidos, gases
hidrocarbonatos y varios residuos quimicos, incluido el malondialdehido (MDA) que
es el marcador mas ampliamente utilizado. Estos productos de degradacién pueden
difundir lejos del sitio de las reacciones y producir edema celular, ademas de influir
sobre la permeabilidad vascular, inflamacién y quimiotaxis. Asimismo, puede
alterar la actividad de fosfolipasas e inducir la liberacion del acido araquidé6nico, con
la subsiguiente formacién de prostaglandinas y endoperéxidos (Holgado, Deluis y
col. 1994). El malondialdehido, a su vez, puede reaccionar con lipidos y proteinas
para formar bases de shiff conjugadas, productos fluorescentes insolubles que se
acumulan en el interior de los lisosomas y forman el pigmento de envejecimiento
conocido con el nombre de lipofucsina que se acumula en los tejidos con la edad

(Terman y Brunk 1998).

La composicion de los dcidos grasos de las membranas celulares determina un papel
muy importante en la peroxidacidn lipidica y puede intervenir en la determinacién
de la longevidad maxima. Asi, un menor grado de insaturacion de los acidos grasos
en las membranas, particularmente en la membrana mitocondrial interna, podria
ser ventajoso y traducirse en una disminucién en la sensibilidad a la peroxidacién
lipidica (Pamplona y Barja 2007). De acuerdo con esto, se ha comprobado que los
animales longevos (aves y mamiferos) tienen un menor grado de instauracion de los
acidos grasos (menor indice de dobles enlaces, DBI, e indice de peroxidizabilidad,
PI) que los de vida corta (Hulbert, Pamplona y col. 2007). También se ha podido
constatar que las aves, que son mucho mas longevas que los mamiferos, también

tienen un menor DBI que los mamiferos de igual tamafio corporal y tasa metabdlica
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(Pamplona, Portero-Otin y col. 1999); al estudiar la intensidad de la peroxidacion
lipidica en estas especies se observé que el bajo DBI de distintos érganos de los
animales longevos actia protegiendo a sus tejidos frente a la peroxidacion lipidica
de forma constitutiva, tanto si sus tasas metabdlicas son bajas (en el caso de
mamiferos de gran tamafio corporal) o altas (en el caso de las aves) (Pamplona y

Barja 2007).

2.2. ESTRATEGIAS ANTIENVEJECIMIENTO

Existen diferentes propuestas antienvejecimiento, la mayoria van acompafiadas de
estudios que demuestran un aumento de longevidad en organismos simples y
roedores, prevencion de enfermedades relacionadas con la edad y seguridad en el
uso cronico en pequefios mamiferos y primates. Algunas de las estrategias que se

estan estudiando actualmente son: (Longo, Antebi y col. 2015)

. Inhibicién farmacolégica del eje somatotrépico (GH/IGF-I): la disminucion de los
niveles plasmaticos de IGF-I (Insulin-like growth factor-1) produce un aumento en
lalongevidad. Terapeuticamente se puede actuar directa o indirectamente sobre las
células o tejidos que producen o responden a GH y/o IGF-I. Existen farmacos que
inhiben este eje y que han sido aprobados en el tratamiento de pacientes con
acromegalia. Los andlogos de somatostatina van a disminuir los niveles de GH en
plasma por inhibicién de la secrecion de GH, pero a la vez van a disminuir la
secrecion de hormonas como insulina y producen efectos secundarios en un 20-50%

de pacientes, por lo que no se van a poder utilizar de forma crénica para aumentar
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la longevidad. En el tratamiento de pacientes con acromegalia también se usan
antagonistas de receptor de GH, como Pegvisomant, que va a inhibir la acciéon de GH
y bloquear la accién diabetogénica, por lo que podria ser utilizado para aumentar la

longevidad (Longo, Antebi y col. 2015)

. Ayuno y restricciéon energética: la forma mas extrema de restriccion energética es
la completa eliminacién de nutrientes, de forma prolongada (dos o tres dias
seguidos bebiendo solamente agua) o intermitente. Se desconocen los efectos que

pueden ocasionar estos ciclos a la salud (Trepanowski, Canale y col. 2011).

La restriccion energética procedente de la disminucién del consumo de proteinas
contribuye a aumentar la longevidad (Mirzaei, Suarez y col. 2014). En particular, se
han estudiado las restricciones de aminoacidos como Metionina y Tript6fano

(Spindler 2010).

. Inhibicién farmacolégica de mTOR. Se ha estudiado que la Rapamicina aumenta la

longevidad en ratones (Miller, Harrison y col. 2014).

. Activacion de sirtuinas. Las sirtuinas aumentan la longevidad en diferentes
especies. El activador natural mas potente que se ha identificado es el Resveratrol.
Actualmente no existe un consenso entre la activacion de estas moléculas y la

disminucién del envejecimiento (Couzin-Frankel 2011).

. Inhibicién de la inflamacién. En ratones se ha demostrado que diferentes farmacos
anti-inflamatorios aumentan la longevidad, aunque este efecto es poco marcado

(Longo, Antebi y col. 2015).

51



Introduccion

. Inhibicién de la glicolisis. Con el envejecimiento aumentan las demandas
energéticas. Por ello, la suplementacion con glucosa y el mantenimiento del peso

corporal van a aumentar la longevidad (Missios, Zhou y col. 2014).

. Uso crénico de farmacos como Estatinas, Metformina, inhibidores del enzima

convertidor de angiotensina y Glucosamina (Longo, Antebi y col. 2015).

. Regulacion de niveles hormonales hasta alcanzar a los de los adultos. En el
envejecimiento se producen disminuciones hormonales de GH, IGF-I, melatonina,
hormonas tiroideas, calcitonina, aldosterona, estrégeno y testosterona. El aumento
de los niveles con terapias hormonales contribuye a aumentar la longevidad y a
reducir el riesgo de las enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Vitetta y

Anton 2007).

. Suplementacion con antioxidantes como melatonina, vitamina E y C, cinc y selenio.
Se necesitan mas estudios sobre eficacia y seguridad a largo plazo (Fusco, Colloca y

col. 2007).

Numerosos estudios experimentales en invertebrados y roedores han demostrado
que la restriccion en la dieta y las intervenciones a nivel del eje somatotrdpico van a
aumentar la longevidad entre 30-50%. Ademas van a disminuir la prevalencia de
numerosas enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Longo, Antebi y

col. 2015).
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2.2.1. HORMONA DE CRECIMIENTO COMO ESTRATEGIA ANTIENVEJECIMIENTO
2.2.1.1. Caracteristicas de la hormona de crecimiento
La hormona de crecimiento, también llamada somatotropina u hormona

somatotropa, es una mezcla de péptidos. El péptido mas importante desde un punto
de vista fisioldgico esta formado por 191 aminoacidos y no presenta carbohidratos
unidos a la cadena. En su estructura cristalina se observa que esta formada por 4
alfa-hélices de 21 a 30 aminoacidos. Posee dos puentes disulfuro que unen las

cisteinas que ocupan los lugares 53-164 y 181-189 (Kopchick y Andry 2000).

La GH es sintetizada, segregada y almacenada por las células somatotropas y
somatomamotropas de la hipéfisis anterior, en respuesta al factor liberador de GH
producido por el hipotdlamo. Es la hormona adenohipofisaria mas abundante. En
condiciones normales la hipéfisis humana contiene entre 5-10 mg de GH, lo que

supone un 10% del peso de la glandula (Leung y Ho 2001).

La secrecion de GH depende de diversos factores. Sin embargo, la via final comuin de
la mayoria de los estimuladores de la GH es el aumento de la hormona liberadora de
la hormona de crecimiento (GHRH, del inglés Growth Hormone-releasing hormone),
la disminucidn de la somatostatina (SS) o ambos. Por el contrario, las sustancias que
suprimen la GH disminuyen la GHRH, aumentan la somatostatina o actdan sobre
ambos mecanismos. Algunos agentes pueden modificar la secreciéon de GH mediante
la accion directa sobre las células somatotropas. Por lo tanto, la somatostatina, es un
péptido hipotalamico inhibidor de la liberacién de GH por bloqueo no competitivo
de la estimulacién por GHRH. También disminuye la frecuencia y amplitud de los

pulsos de la GH (Baumann, Shaw y col. 1994).
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La liberacion de estas neurohormonas a la circulacion portal hipotalamo-hipofisaria
ocurre de forma ritmica y alternante, lo que conduce a una secrecion de GH en forma
de pulsos (originados por un aumento de la liberacién de GHRH y una disminucién
de la liberacién de SS), con aproximadamente 10 pulsos de secreciéon que duran
unos 90 minutos y se producen cada 128 minutos, siendo mas frecuentes por la
noche, coincidiendo con el suefio profundo, con la presencia de las ondas lentas
(fases Il y IV del suefio). Por el contrario, el suefio ligero, asociado a movimientos
oculares rapidos (suefio REM), inhibe la liberacién de GH (Van Cauter, Leproulty col.
2000). Los niveles plasmaticos medidos en situaciones basales y en adultos sanos
son habitualmente indetectables durante la mayor parte del dia, siendo los niveles
basales nocturnos de 1+0,2 pg/L y los diurnos de 0,6£0,1 pg/L. Los niveles de GH
durante un pulso secretorio son habitualmente de 4,3+0,7 pg/L durante la noche y
2,7+0,5 pg/L durante el dia aunque puede alcanzar niveles de hasta 40 pg/L durante
un pulso secretorio (Toogood, Nass y col. 1997). La secrecion en el hombre suele ser
mas pulsatil y en la mujer mas continda, ademas existen diferencias detectables en
la amplitud de los pulsos (Meinhardt y Ho 2007). En el hombre la secrecién es
nocturna y en roedores machos la secrecion ocurre en intervalos de 3-4 h. (Shapiro,
Agrawal y col. 1995). La edad también influye en la secrecion, siendo los niveles muy
elevados al final de la vida fetal, posteriormente decrecen y permanecen bajos
durante la infancia. En la pubertad la secrecién es maxima y luego disminuye en la
adolescencia tardia. Los valores permanecen constantes hasta los 30 afos, luego
disminuyen de forma progresiva. Esta disminucién también se observa en los

animales de experimentacion. En ambos casos, la disminucion esta directamente
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relacionada con las alteraciones que se observan en el envejecimiento (Azcoitia,

Perez-Martin y col. 2005)..

La malnutricién croénica y el ayuno prolongado se asocian a un aumento en la
amplitud y frecuencia de los pulsos de GH. La hipoglucemia estimula la secrecién de
GH, sin embargo, la hiperglucemia crénica en una diabetes mal controlada también
se asocia con unos niveles aumentados de GH (Ho, Veldhuis y col. 1988). Las comidas
ricas en proteinas y la administracion de aminoacidos aislados, como arginina y
leucina, estimulan la secrecién de GH. Los péptidos opioides al igual que otros, como
galanina y leptina, también estimularian la secrecién de GH. Los niveles fisiolégicos
de leptina circulante parecen ejercer un efecto maximo en la secrecién de GH y, solo
la administracion crénica de leptina para sostener un estado de hiperleptinemia es

capaz de incrementar la secrecion de GH (Ariznavarreta, Castillo y col. 2003).

La deprivacion emocional se asocia a la supresion de la secrecion de GH y en la
depresion enddgena se observa una disminucién de las respuestas de GH a los
estimulos de provocacion (Sachar, Mushrush y col. 1972). El aumento de los niveles
séricos de acidos grasos libres produce una disminucién de la GH basal asi como la
respuesta de GH ante estimulos como ejercicio fisico, arginina, suefio, hipoglucemia
insulinica y GHRH. En la obesidad se encuentra disminuida la secreciéon de GH basal
como en respuesta a estimulos hipotalamicos e hipofisarios. La hiperglucemia

inhibe la secrecion de GH (Imaki, Shibasaki y col. 1986).

La secreciéon de GH también esta influida por el sistema endocrino. Asi, las hormonas
tiroideas modulan la expresion del gen de GH, por eso los pacientes hipotiroideos

van a presentar asociado un defecto en el crecimiento (Lima, Arce y col. 1993).
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La GH se transporta en el suero ligada a proteinas denominadas GHBP (growth
hormone binding protein). Su vida media es de 20-25 minutos y se metaboliza
fundamentalmente en el higado y en menor grado en el rifén. La eliminacién es

renal (Leung, Spencer y col. 1987).

Las proteinas de transporte van a amortiguar las oscilaciones agudas de los niveles
séricos de GH asociadas con la secrecion hipofisaria pulsatil de GH, prolongando su
vida media de 7 a 29 minutos, y también van a disminuir el aclaramiento renal al

formar el complejo GH/GHBP de alto peso molecular (Baumann, Shaw y col. 1989).

La GH se une con alta afinidad al receptor de GH (GHR), presente en la membrana
celular de los tejidos diana de la hormona, donde ejercera sus efectos somatogénicos
y metabdlicos (Edens y Talamantes 1998). En humanos, el higado es el 6rgano mas
rico en estos receptores y, también, es el que contribuye en mayor grado a la GHBP
circulante en el plasma. Las mutaciones en el gen receptor de la GH se asocian con
inestabilidad completa o parcial a GH y talla baja (Hocquette, Postel-Vinay y col.
1990). La unién con el receptor activa a nivel intracelular una cascada de
fosforilacion en la que participa la via JAK/STAT (signal transducing activators of
transcription). Su acciéon predominante es estimular la sintesis y secrecion hepatica

de IGF-I (Waters, Hoang y col. 2006).

GH puede actuar directamente sobre el crecimiento en animales GH-deficientes,
pero la mayoria de sus acciones fisiolégicas las ejerce a través de IGF-I. Este factor
de crecimiento, con una estructura similar a la proinsulina, estd formado por una
cadena de 70 aminoacidos, se sintetiza fundamentalmente en el higado y depende

de los niveles circulantes de GH. Actia localmente regulando el crecimiento y la
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diferenciacion celular, ademas va a inhibir la secrecion de GH. El IGF-I circula, en su
mayor parte, unido a proteinas transportadoras, denominadas IGFBP (Allard y Duan
2011). Destacando IGFBP-3 por ser el transportador mas importante de IGF-1. IGFBP
1 inhibe la accién de IGF-I, ya que modula la fraccién libre que es la metabélicamente
activa. Los niveles de IGFBP 1 se relacionan negativamente con los niveles de
insulina, tanto en diabéticos como en sanos. La administracion intravenosa induce
hipoglucemia y aumento de la captacién de glucosa e incorporacién a glucégeno en

ratas normales e hipofisectomizadas (Zapfy Froesch 1986).

El receptor de IGF se encuentra en la superficie de las células y es semejante al
receptor de la insulina en estructura y secuencia de aminodcidos. Esta similitud hace

que exista una interaccion entre ambas hormonas (Hughes y Friesen 1985).

El IGF-I posee propiedades anabdlicas, antioxidantes, citoprotectoras vy
antiinflamatorias (Puche y Castilla-Cortazar 2012). Va a aumentar el metabolismo y
la proliferacion celular, mejora la funcién de numerosos tejidos y participa en la
homeostasis de la glucosa. Los efectos de IGF-I dependen del estado nutritivo,
puesto que su administracion en ratas desnutridas antes del destete no estimularia
el crecimiento (Philipps, Persson y col. 1988). Un desequilibrio en los niveles de IGF-
[ puede producir alteraciones en lalongevidad (Berryman, Christiansen y col. 2008).
La tasa plasmatica es edad-dependiente, siendo baja antes del nacimiento (cuando
el crecimiento es independiente de la GH, solo el IGF-I es la responsable del
crecimiento), luego aumenta durante la primera infancia para alcanzar los niveles
maximos durante la pubertad, declinando después en adultos (Hall, Enberg y col

1980).
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La GH y el IGF-1 desempefian papeles esenciales en el crecimiento durante la infancia
y sobre el metabolismo en la etapa adulta. El crecimiento no solo depende de GH, la
presencia de IGF-I también influye. Ciertos experimentos realizados en ratas
incapaces de producir IGF-I muestran que nacen con retrasos en el crecimiento de
un 35% y para alcanzar la pubertad. Al inyectar GH no se observa crecimiento
porque carecen de IGF-I (Liu y LeRoith 1999). La deficiencia de GH conduce a bajos
niveles de IGF-I, mientras que la administracion exégena de GH conduce a una

elevacion de sus niveles en sangre (Juul, Dalgaard y col. 1995).

Las actividades de GH e IGF-I en relacién al crecimiento son diferentes (van Buul-
Offers, Hoogerbrugge y col. 1988). El rifién, bazo y timo de ratas hipofisectomizadas
son mas sensibles al IGF-I, mientras que el musculo esquelético es mas sensible a los

efectos de la GH (Guler, Zapfy col. 1988) .

Tanto GH como IGF-I estan involucrados en los mecanismos fisioldgicos que se
ponen en marcha frente a los procesos oxidativos, incluyendo la peroxidacion
lipidica. Ambas hormonas poseen cierta capacidad para prevenir el dafio oxidativo
inducido por el exceso de hierro en los tejidos mas sensibles (intestino delgado y
cerebro), pero pueden contribuir a un desequilibrio oxidativo en otros tejidos
(Karbownik-Lewinska, Kokoszko y col. 2008). Todo incremento de las defensas
antioxidantes en invertebrados y vertebrados, como los ratones, redundara en un
paralelo incremento de la esperanza de vida (Bartke 2002). Ademas, las mutaciones
espontaneas o inducidas experimentalmente a ratones, que interfieren con la
sintesis o acciones de la GH, o sensibilidad a IGF-I, producen aumento en la

longevidad. La esperanza de vida puede aumentar entre un 20 y un 70%,
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dependiendo de factores como defecto endocrino, sexo, dieta y antecedentes
genéticos. Este aumento se debe a mecanismos como disminucion de niveles de
insulina, mayor sensibilidad a la insulina, alteraciones en los metabolismos de
hidratos de carbono y lipidos, reduccién de la generacién de ROS, mayor resistencia
al estrés oxidativo y retraso en la aparicion de las enfermedades relacionadas con la

edad (Bartke 2005).

Para aumentar la longevidad se podria actuar disminuyendo la actividad del eje
GH/IGF-I. Un rasgo comun en los modelos animales mas longevos es la disminucién
delaactividad de IGF-I. El envejecimiento en humanos sanos se asocia a disminucién
en las concentraciones de GH e IGF-I (Veldhuis, Erickson y col. 2005). El hecho de
que la accion de una hormona pueda ser perjudicial, se podria explicar porque la
evolucion se centra en el éxito reproductivo en lugar de la longevidad (Bartke 2011).
Las especies de vida corta requieren una maduracién temprana y rapidamente
alcanzar la capacidad reproductiva, solo asi aseguran la supervivencia de la especie,
esto seria independiente de la susceptibilidad a enfermedades durante el
envejecimiento (Bartke 2011). La asociacion negativa entre tamafio corporal y
longevidad ademas de aplicarse aratones se puede observar en otras especies como
ratas, perros, caballos y, probablemente, seres humanos (Yuan, Tsaih y col. 2009).
Aunque la relacién entre la altura humana y longevidad sigue siendo controvertida,
sobre todo en personas muy longevas. Las terapias que bloquean la sefializacion de
IGF pueden suponer un beneficio clinico en pacientes con carcinoma o sarcoma
(Maki 2010) y una disminucién de mortalidad por cancer en personas de edad

avanzada (Major, Laughlin y col 2010).
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En la longevidad también seria importante la via de sefalizacion de
insulina/GH/IGF-I. Las moléculas relacionadas podrian ser puntos de intervencion
para retrasar la evolucion de las enfermedades relacionadas con la edad (Chiba,

Yamaza y col. 2007).

La deficiencia de IGF-I produce el sindrome de Laron en los nifios y cirrosis hepatica
en los adultos. Ademas, esta relacionada con el envejecimiento, enfermedades
neuroldgicas y cardiovasculares (Puche y Castilla-Cortazar 2012). En pacientes
adultos con cirrosis hepatica, el eje GH-IGF-I estd gravemente alterado, causado por

un estado de resistencia a GH en las células hepaticas (Picardi, D'Avola y col. 2006).

Las acciones de IGF-I serian distintas dependiendo de la duracién del estimulo. Asi,
las acciones agudas producen efectos semejantes a los de la insulina, mientras que
las croénicas incluyen sintesis de DNA y proliferacion celular. Ese dltimo caso ocurre
en el crecimiento 6seo y en el aumento de la oxidacion lipidica (Oliveira, Salvatori y

col. 2012).

2.2.1.2. Acciones de la hormona de crecimiento
A diferencia de otras hormonas, la GH no tiene un 6rgano diana dnico sino que se ha

podido comprobar que ejerce sus acciones sobre multitud de 6rganos. Asi puede
actuar directamente sobre el tejido muscular, adiposo o hepatico, en el control del
metabolismo, o indirectamente al promover la secrecion de somatomedinas IGF-I
(estimula, entre otras funciones, la mitosis de los condrocitos y osteoblastos, la
sintesis del colageno, y promueve el crecimiento 6seo en longitud y didmetro). Pero
el higado es uno de los tejidos diana mas importantes para GH (Takahashi 2012). El

musculo esquelético y el tejido adiposo se configuran como dos de los tejidos
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blancos esenciales para la actividad hormonal (Etherton 2000). En principio, la
accién sobre el musculo seria de caracter anabdlico y sobre el tejido adiposo seria
catabolico. El efecto varia en funcién de la dosis administrada de GH (McLaren,
Bechtel y col. 1990), de la etapa de crecimiento, del sexo y de la dieta (Kanis,

Nieuwhof y col. 1990).

Crecimiento

La GH estimula el crecimiento muscular activando la proliferacién celular y la
acrecién de la proteina. Puede producir un aumento en la fuerza y capacidad
muscular, y estimula el crecimiento lineal actuando de manera directa e indirecta
(via IGF-I) sobre el cartilago en crecimiento (Murray, Kim y col. 2004) . La principal
funcién de la GH es favorecer el crecimiento durante la infancia y adolescencia, en
conjuncion con otros factores nutricionales y otras hormonas sexuales y tiroideas.
Actuando sobre los cartilagos en crecimiento, aumentaria el tamafio de los huesos
largos durante infancia hasta la pubertad. En este momento se produciria la
osificacién de los huesos por accién de las hormonas sexuales. Asi, el déficit
hormonal producira el cese o disminucién del crecimiento lineal y el tratamiento
con GH estimularia la condrogénesis y la aparicion de osteoblastos (Ohlsson,
Bengtsson y col. 1998). Ademas presentaria accion directa sobre musculo cardiaco,
diafragma, adipocitos, células hematopoyéticas y hepatocitos Las acciones sobre el
crecimiento serian de tiempo limitado, mientras que las acciones metabdlicas y
cardiovasculares del eje GH/IGF-I durarian toda la vida (Daughaday, Trivedi y col.

1981).

61



Introduccion

La secrecion media diaria de la hormona en el animal se ha relacionado
positivamente con el crecimiento del tejido magro y negativamente con el tejido
adiposo corporal (Trenkle 1978). Este efecto se produce por las actividades

lipoliticas y proteogénicas de GH (Machlin 1972).

Otras acciones

Entre otras de las acciones que desempefia la GH, las mas significativas después del

crecimiento son:

» Aumento de la lipolisis (Jorgensen, Moller y col. 2007) y la oxidacién de lipidos, lo
que contribuye a la movilizacién de los triglicéridos almacenados, aumentando los
niveles de acidos grasos libres. También estimula la oxidaciéon de acidos grasos,
sobre todo en periodos de ayuno (Vijayakumar, Novosyadlyy y col. 2010). Va a
aumentar la lipolisis actuando sobre la actividad de la enzima lipasa HSL (Johansen,
Richelsen y col. 2003) y/o por influencia en la diferenciaciéon de preadipocitos a
adipocitos (Vijayakumar, Novosyadlyy y col. 2010), predominantemente sobre el
tejido adiposo visceral (Freda, Shen y col. 2008). Los efectos supresores de GH sobre
el depdsito graso dependen de la etapa de la vida del animal. En jévenes, la hormona
disminuye la sintesis de novo de la grasa, mientras que los animales que crecen mas
lentamente, mas viejos, la lipolisis puede ser el mecanismo principal de la depleciéon
de grasa (Grant, Helferich y col. 1991). La capacidad de GH para disminuir el
depdsito graso esta determinada por los efectos sobre la sintesis y movilizacién
lipidica. En estudios en rata (Doris, Vernon y col. 1994) y hombre (Marcus, Margery

y col. 1994), se demuestra que el tratamiento con GH aumenta la lipolisis en tejido
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adiposo y disminuye los TG. La accion de GH parece ser directa y no mediada por

factores de crecimiento insulinicos (Marcus, Margery y col. 1994).

Los individuos con deficiencia de GH tienen masa grasa corporal aumentada
(Murray, Adams y col. 2004) y las concentraciones de leptina estan elevadas. Asi,
existe una correlacién positiva entre grasa corporal y leptina (Fors, Matsuoka y col.
1999). El tratamiento con GH origina una disminucién en ambos pardmetros
(Hoffman, Kuntze y col. 2004). Algunos autores relacionan los cambios en los valores
de leptina con modificaciones de grasa corporal e IMC (Matsuoka, Fors y col. 1999),

sin embargo otros sugieren que son independientes (Lanes, Soros y col. 2005).

Los niveles plasmaticos de leptina y adiponectina estarian relacionados con la
obesidad y el sindrome metabdlico. Asi, la leptina se asociaria directamente con un
aumento de masa grasa corporal, mientras que en la adiponectina la asociacion seria
negativa. La adiponectina aumentaria la sensibilizacion a la insulina (Albert, Haas y

col. 2007).

Los individuos obesos presentarian deficiencia funcional de GH y niveles de
secrecion anormales. Después de tratamiento con GH no se observarian cambios
importantes en los niveles de leptina, pero si aumentarian significativamente los
valores de IGF-1y se reduciria moderadamente la grasa corporal (Albert, Haas y col.

2007).

= Efecto anabolizante. La GH estimula el transporte y la captacién de aminoacidos
por los tejidos, acelerando la sintesis de proteinas y la formacién de colageno. Esto

provoca un balance positivo de nitrégeno y fosforo. La marcada accién anabolizante
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de la GH se hace patente de forma inmediata tras la administracion de la hormona a
nifios GH-deficientes por activacion de todos los procesos implicados en la
neosintesis proteica. Aunque los efectos anabolizantes de la GH ocurren en tejidos
tan variados como hueso, cartilago, musculo, higado..., es en el musculo e higado
donde alcanzan mayor expresiéon. A nivel muscular, se observa un incremento de
transporte de aminoacidos al interior de la célula, que aparece rapidamente y es
bloqueable por inhibidores de la sintesis proteica. Unas horas mas tarde hay un claro
aumento del RNA ribosémico, de la sintesis de DNA y neosintesis proteica. Estos
mismos fendmenos ocurren en el higado, donde la GH promueve la sintesis de gran
numero de proteinas (entre ellas las IGF-I). La sintesis de nuevas proteinas es un
fendmeno clave para el crecimiento, tanto somatico como visceral. El crecimiento
somatico va a efectuarse a expensas del crecimiento 6seo que, tras el nacimiento, va
a ser directamente dependiente del sistema GH/IGF-I (Tresguerres, Blanco y col

2003).

Las acciones anabdlica y antilipogénicas por administraciéon exégena de GH son
inequivocas, pero el impacto que los componentes de la dieta (energia, proteina y
minerales, asi como sus modificaciones en la dieta) pueden tener sobre la acciéon
promotora del crecimiento producido por GH, es muy poco conocido. La actividad
GH sobre el metabolismo proteico es méas relevante si se estd realizando algin

ejercicio que en reposo (Moller, Vendelbo y col. 2009).

» Antagoniza la accién de la insulina. La GH estimula la expresién del gen de la
insulina, pero, a la vez, induce resistencia a la accién de la insulina. Se inhibe la

captacién de glucosa por las células musculares y adiposas, aumentando la
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concentracion de glucosa plasmatica. Se observa wuna hiperinsulinemia
compensadora (Genuth, Nathan y col. 2001). El efecto antiinsulinico de GH sobre el
tejido adiposo parece ser debido a que la hormona inhibe la unién de la insulina a
su receptor (Davidson, Shen y col. 1987). El bloqueo de receptores de insulina en el
tejido adiposo aumenta la longevidad en ratones. En el ser humano, de manera
similar al ratén, una mayor sensibilidad a la insulina y unos menores niveles de
insulina, estan asociados a un menor riesgo de padecer enfermedades relacionadas

con la edad y a una mayor supervivencia (Bartke 2008).

La administracién de IGF-I a voluntarios sanos produce una rapida hipoglucemia

(Guler, Zapfy col. 1987).

En el envejecimiento de roedores y humanos se observa una mayor resistencia a la
insulina, un descenso en las actividades metabdlicas y una disminucién en las
funciones inmunitarias. Estos procesos conllevan a un aumento en la actividad
inflamatoria, causando dafio tisular a largo plazo y una inflamacién crénica
sistémica. Los ratones mas longevos han mejorado la respuesta a la insulina y han
aumentado la liberacién de adipoquinas anti-inflamatorias. La reducciéon de la
inflamacion puede ser un mecanismo para aumentar la longevidad (Masternak y

Bartke 2012).

Relacion GH con el sistema cardiovascular

La GH desempefia un papel muy importante en el funcionamiento del sistema
cardiovascular, siendo reguladora fisiologica en el crecimiento del miocardio y en

su rendimiento (Lombardi, Colao y col. 1997). Se han descrito tanto actividades
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antiapoptoticas (Jeay, Sonenshein y col. 2000); (Segard, Moulin y col. 2003) como
proapoptoticas (Kiya, Endo y col. 1999). Existe un aumento en la morbilidad y
mortalidad por enfermedad cardiovascular en pacientes con deficiencia de GH,
diagnosticada tanto en nifiez como en edad adulta (Rosen 1997). Los adultos con
deficiencia en GH presentan un incremento en diversos indices de riesgo
cardiovascular tales como, hiperlipidemia (niveles elevados de colesterol y TG en
ayunas), aumento de masa grasa corporal, aterogénesis prematura, disminucién de
actividad fibrinolitica, disminucion en las concentraciones de folato y vitamina B12,
aumento de resistencia periférica a la insulina, alteraciones en el metabolismo de
los carbohidratos y alteraciones en estructura y funcion cardiaca. Ademas,
presentan una disminucion en actividad de enzimas involucradas en los sistemas de
defensa antioxidante y un aumento de peroxidacion lipidica en ausencia de GH. El
aumento de la edad estd asociado a un aumento de peroxidacién y de LDL-colesterol,
por lo que son frecuentes las enfermedades cardiovasculares (Lanes, Paoli y col
2003). Ademas se observa una mayor prevalencia de la enfermedad del higado graso
no alcohdlico (Takahashi 2012). El déficit de GH se asocia a un perfil lipidico
relacionado con aterosclerosis precoz: aumento de colesterol total, LDL y TG, y un
descenso de HDL. Tras el tratamiento con GH a pacientes con déficit, se observa un

descenso de colesterol total y LDL, no hubo cambio en los valores de TG (Saez 1999).

Pacientes con déficit de GH presentan cifras de presidn arterial inferiores a las de
poblacién sana. En respuesta al ejercicio, presentan un incremento de las cifras
tensionales similar. Esto implica que GH tiene papel importante en el control de la

presion arterial durante el reposo (Paya 2001).

66



Introduccion

Relacion de GH con otras patologias

Cancer

La sobreexpresion de GH en ratones esta vinculada a una menor esperanza de vida

y a desarrollo de tumores hepaticos (Bartke, Chandrashekar y col. 2002).

La disminucién natural durante el envejecimiento de los niveles de GH, aunque
produce alteraciones corporales, puede estar ofreciendo una protecciéon importante
contra el cancer (Bartke 2008). Los cambios vinculados a la edad en las funciones
tisulares y celulares se relacionarian con disminuciones en las hormonas GH e IGF-
I. Estan documentados los efectos de estas hormonas en huesos y masa muscular,
pero en el efecto sobre el envejecimiento cerebral la bibliografia es mas escasa. GH

e IGF-I son beneficiosos en el envejecimiento cerebral (Sonntag, Lynch y col. 2000).

Estrés oxidativo

Las variaciones respecto al estrés oxidativo provocadas por GH dependen del
organo estudiado y del parametro medido. Esto indica, que el efecto de la hormona

es complejo (Sanz, Caro y col. 2005).

Sistema nervioso central (SNC) y cognicién

El SNC también es un tejido diana para la GH. Un defecto de GH se asocia a
alteraciones del suefio, con pérdida de memoria, sensacion de bienestar disminuida
y otras alteraciones cognitivas (Hayashi, Shimohira y col. 1992), que mejoran con el
tratamiento con GH (Gibney, Wallace y col. 1999). En varios modelos de animales, la

GH protege el sistema nervioso de los distintos tipos de degeneracion. Este efecto
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neuroprotector, sugiere que la disminucion de esta hormona con la edad, puede

afectar al cerebro y contribuir al deterioro del mismo (Gallagher, Bizon y col. 2003).

2.2.1.3 Administracion exdgena de GH
GH presenta la especificidad de especies en el hombre (Knobil y Greep 1959). La GH

de los mamiferos es activa en numerosas especies, pero en el ser humano solo es
activa si procede de humanos o primates (Hadley, Buckingham y col. 1992). A partir
de ese momento, se supo que el hombre solo podia ser tratado con GH humana, por
lo que habia que desarrollar un método para obtenerla a partir de hipoéfisis de

cadaveres (Raben 1957).

Su uso terapéutico comenzé en el ano 1958, al inyectar a un paciente GH obtenida
de la hipéfisis de un cadaver y demostrar que sus preparados hormonales son

activos en nifios con enanismo hipofisiario (Raben 1958).

Se ha planteado la terapia con GH en ancianos (Rudman, Feller y col. 1990). Con la
administracion de hormona de crecimiento recombinante humana (rhGH) a dosis
bajas en hombres mayores de 60 afos, se alcanzan niveles de IGF-1 y de lipidos
plasmaticos similares a jovenes con efectos beneficiosos como aumento de masa
magra y disminucién de masa grasa (Cuttica, Castoldi y col. 1997). En animales el
tratamiento con GH también induce a una disminucién de los depdsitos grasos y a
un aumento de la masa magra, pero se han encontrado valores de colesterol en

plasma elevados (Ding, List y col. 2011).

Con la administracion de GH se observan efectos beneficiosos sobre funciéon
cardiovascular (Castillo, Cruzado y col 2003)), sobre la piel, sobre sistema

inmunitario (Baeza, Alvarado y col. 2009) y sobre el tejido del SNC (inhibiendo la
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apoptosis por modificacidn de los niveles de las moléculas implicadas en la cascada,
ya sea, disminuyendo la expresion de las caspasas o de las proteinas pro-apoptdticas
o aumentado los valores de Bcl2). También se observa una disminucién del

indicador de estrés oxidativo LPO (Paredes, Forman y col. 2014).

Efecto de la administracion exégena de GH a nivel cardiovascular

A nivel cardiaco, GH e IGF-], participan en la regulacién del crecimiento del corazéon
durante el desarrollo y en el mantenimiento estructural (Colao, Marzullo y col.
2001). La secrecién de GH interviene en el desarrollo cardiaco postnatal. Esto se
comprobd con ratas hipofisectomizadas, donde la expresién en el corazén del RNAm
de IGF-I esta disminuida. La administracién exégena de GH fue capaz de revertir la
situacion, aumentando los niveles proteicos de IGF-I en el corazéon (Flyvbjerg,
Jorgensen y col. 1991). Los efectos de GH sobre miocardio estdn mediados por
mecanismos directos e indirectos (a través de IGF-I) (Silverman y Friedlander

1997).

La administracion exégena de GH, IGF-I o de ambas hormonas, produce un aumento
en el tamafio del ventriculo izquierdo en ratas adultas sin desarrollar fibrosis. El
efecto hipertréfico de GH podria tener relevancia clinica en el tratamiento de la
cardiopatia dilatada que se produce como respuesta a HTA, infarto de miocardio,
arritmias o problemas endocrinos (Cittadini, Stromer y col. 1996). La administracion
de GH a pacientes con esta enfermedad ha producido una mejora en la eyecciéon y un
aumento en la masa del ventriculo izquierdo (Perrot, Ranke y col. 2001). El exceso
y el defecto de GH, producen empeoramiento de la funcién cardiaca (Sacca, Cittadini

y col. 1994). En ratas con estenosis aortica, la administracion de GH ejerce efectos
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beneficiosos aumentando los valores de las defensas antioxidantes, reduciendo el
estrés oxidativo y mejorando la generacion de energia en el miocardio de las ratas

con insuficiencia cardiaca (Seiva, Berbert y col. 2010).

En los pacientes con deficiencia de GH se produce disfuncion endotelial arterial. Esta
deficiencia revierte con el empleo de GH recombinante humana (Graham, Evans y

col. 2008).

La administracion de GH originaria un aumento en el peso del corazén y del higado

(Liu y LeRoith 1999).

Efecto de la administracion exégena de GH a nivel hepdtico

En el envejecimiento se produce una disminucién en la capacidad de regeneracion
hepatica. La GH estaria relacionada con la regeneracion. La administracion de la
hormona a ratas viejas parcialmente hepatectomizadas aumenta la proliferacion de

hepatocitos (Schmucker y Sanchez 2011).

Se han determinado los efectos in vitro de GH e IGF-I sobre las enzimas
antioxidantes de hepatocitos de raton. Se detecté una disminucién superior de los
niveles de catalasa, de super6xido dismutasa y de glutatién peroxidasa en células
tratadas con GH respecto a IGF-I. Estos resultados sugieren que GH e IGF-I
disminuyen la capacidad de los hepatocitos para contrarrestar el estrés oxidativo
(Brown-Borg, Rakoczy y col. 2002). El uso de GH revierte valores elevados de LPO
en adultos con deficiencia de GH. En ratones Ames enanos GH-deficientes sometidos
a tratamiento con GH se ha observado un aumento de peso corporal y hepatico, y

una disminucion de la cantidad de catalasa en higado, rifién y corazdn. La actividad
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de la misma se redujo en rifién y corazén. También se han encontrado niveles de
glutation peroxidasa inferiores en higado, rifién y musculos. Su actividad es menor
en higado y rifion. Respecto a glutation, los niveles estdn aumentados en cerebro,
musculos e higado. La GH suprime los sistemas que contrarrestan el estrés
oxidativo. La reduccién de GH contribuye al aumento en la longevidad (Brown-Borg

y Rakoczy 2003).

Efecto de la administracion exégena de GH sobre el crecimiento

La administracién de GH in vivo a animales GH-deficientes, origina un crecimiento
acelerado (Daughaday y Trivedi 1991). Afiadida a cultivos celulares o de musculo,
ejerce efectos poco consistentes. La estimulacion de la condrogénesis depende del
incremento de IGF-I y no de la accién directa de GH. Por el contrario, se han
encontrado efectos directos de GH sobre la diferenciacién y proliferacion celular
(Isaksson, Jansson y col. 1982). En ratas normales, la inyeccion local de GH
determina el aumento en el crecimiento longitudinal del miembro inyectado
(Thorngren y Hansson 1974). En ratones Ames a los que se administraron dos
inyecciones de GH diarias, se observé un aumento en su crecimiento respecto a los
controles, pero disminuy¢ la sensibilidad a la insulina. Por ello, la mejora en el
crecimiento puede afectar negativamente a la calidad de vida y a la longevidad

(Masternak, Panici y col. 2010) .

El objetivo del tratamiento con GH en la infancia y adolescencia ha sido hasta la
obtencion del maximo de crecimiento lineal. La supresion del tratamiento en adultos
jovenes produce efectos desfavorables en la masa 6sea, composicion corporal y

perfil lipidico. Esto se asocia con una mayor mortalidad. Los nifios con deficiencia
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en GH deberan ser observados a medida que entran en el periodo adulto, por
presentar un riesgo cardiovascular elevado que pueda contribuir a una mayor

morbilidad a una temprana edad (Lanes, Paoli y col. 2003).

El tratamiento con GH aumenta la sintesis proteica sin alteracion de la degradacidn,
en terneros (Boisclair, Bauman y col. 1994), corderos (Eisemann, Hammond y col.
1989), humanos (Fryburg y Barrett 1993) y ratones Snell enanos (Bates y Pell
1991). En cerdos se ha observado un aumento del anabolismo muscular por
estimulacion de las tasas de sintesis y degradacién proteicas (Seve, Ballevre y col.
1993). El mecanismo por el que la hormona aumenta el depésito proteico esta
influenciado por el estado nutritivo del animal. Asi, en animales jovenes, de rapido
crecimiento y con baja ingesta proteica, en el tratamiento con GH se produce
disminucién del catabolismo y mejora el balance proteico. Al aumentar la ingesta de
proteinas, se produce aumento de la sintesis sin modificar la tasa de protedlisis. La
administracion de GH parece precisar unos niveles minimos de proteina en la dieta.
El estado nutritivo determina un papel fundamental importante en la regulacién de
la secrecién de GH. Asi, un exceso o un déficit en nutrientes influirian, de forma
diferente y con caracter edad-dependiente (en las primeras etapas de vida, el eje es
muy sensible alas modificaciones dietéticas y durante el periodo del destete, cuando
el eje esta desarrollado, la sensibilidad es menor), en la maduracién y funcion del eje
somatotropico en distintas especies. Un déficit de proteinas podria afectar al
receptor de GH y a los mecanismos de secrecion y acciéon de GH, a la formaciéon y
funcién de IGF-1 y a las proteinas transportadoras de GH y de IGF-I. El nivel de

nutricién requerido para que se produzca un efecto 6ptimo del eje no se ha definido.
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GH induciria a un incremento en la eficiencia de utilizacion de la proteina de la dieta

(Vann, Nguyen y col. 2000).

En animales no obesos se ha encontrado un aumento en la acumulacién de proteina

corporal (Roberts, Azain y col. 1995).

En humanos no obesos, la restriccion energética de la dieta aumenta los niveles de
GH. En personas obesas no se produce este aumento (Grottoli, Gauna y col. 2003).
La administracion de GH se asocia con aumento en valores de IGF-1. En ratas adultas,
este aumento no se produce si existe restriccion energética (Sanz, Gredilla y col.

2005).

Efecto de la administracion exégena de GH sobre composicion corporal y depdsitos

grasos

En los pacientes adultos, la GH colabora en el mantenimiento de la composicién
corporal y promueve la reparacion de tejidos. La influencia sobre la composicién
corporal, metabolismo y estructura, incluyendo las funciones del SNC, como suefio
y cognicion, se demuestra en adultos con deficiencia de GH cuando son sometidos a
terapia con administracion subcutanea de GH recombinante humana (Giordano,

Bonelli y col. 2008).

El tratamiento con GH recombinante humana en ratones produce un aumento en
peso corporal y masa corporal magra. No se observa aumento de liberacion de IGF-
[. La determinacion de este parametro no es un marcador seguro en el tratamiento

con GH (Bielohuby, Schaab y col. 2011).
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En humanos adultos con deficiencia de GH la administracion de GH, por su efecto
lipolitico, reduce la grasa abdominal y visceral (Rasmussen 2010). Junto con la dieta
y ejercicio fisico se reduciria su riesgo cardiovascular (Attallah, Friedlander y col
2006). Respecto al peso, no se han observado diferencias significativas (Rasmussen

2010).

GH reduciria la masa grasa en adultos obesos (Kim, Nam y col. 1999) y aumentaria

los valores plasmaticos de IGF-I (Albert, Haas y col. 2007).

.En animales viejos, se observa que la administracion de GH es beneficiosa para la
composicion corporal (disminuye el peso de la grasa) y mejora la funcién vascular

(Castillo, Cruzado y col. 2005).

La administracion de GH en ratas viejas y obesas, produce disminuciones en los
valores de tejido adiposo y de ingesta voluntaria de alimentos (Malmlof, Din y col.
2002). En ratas viejas y no obesas, se observa un aumento en el peso corporal y de

ingesta de proteinas (Veyrat-Durebex, Gaudreau y col. 1999).

En personas ancianas, la administracién de GH produce mejoras en la composicién
corporal, pero existe un aumento de las evidencias que relacionan GH y cancer
(Bartke 2008). No existen estudios definitivos respecto a la seguridad en la
utilizacién de GH a largo plazo en individuos de edad avanzada. El mejor enfoque

seria utilizar moléculas con efecto liberador de GH (Giordano, Bonelli y col. 2008).

Efecto de la administracion exégena a nivel cerebral

El tratamiento con GH a dosis que consiguen restaurar los niveles de IGF-I

plasmaticos hasta alcanzar los de los adultos, es capaz de evitar la disminucién del
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numero de neuronas con la edad (Azcoitia, Perez-Martin y col. 2005). El mecanismo
neuroprotector de la GH esta relacionado con la disminucidn de la apoptosis de las
neuronas. Esto parece confirmarse porque en homogenizados cerebrales hay un
aumento de Bcl-2 y glutatién peroxidasa, y una disminucion de caspasas-3 y -9y de

los indicadores de estrés oxidativo y de inflamaciéon (Fernandez-Tresguerres 1998).

La mayoria de las alteraciones que aparecen a nivel cerebral con el paso del tiempo,
ocurren debido a incrementos de estrés oxidativo y de la inflamacion. La
administracion exdgena de GH a niveles fisioldgicos es capaz de revertir algunas de

las alteraciones.

En ratas adultas que presentan una lesion cerebral, se ha demostrado que una
terapia con administracién de GH combinada con rehabilitacion es efectiva para la
recuperacién de las funciones motoras, si se inicia inmediatamente después de

producirse la lesiéon (Heredia, Fuente y col. 2013).

Utilizacion terapéutica de GH

En 1985 se comercializ6 la primera GH recombinante humana (rhGH), y comenzé a
utilizarse en nifios. El tratamiento permite una normalizacidon en los valores de IGF-
[ y un aumento de la tasa de crecimiento hasta obtener una talla adecuada para su
edad, a partir del tercer afio. Ademas, se evitan las consecuencias fisiolégicas y

psicoldgicas que se producen en el caso de la deficiencia de GH.

A mediados de la década de los noventa empez6 a tener uso en adultos. El
tratamiento permite una mejoria metabolica (a nivel cardiovascular y muscular) y

de la composicion corporal (Carrascosa, Audi y col. 2011).
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En pacientes adultos altas dosis de rhGH antagonizan las acciones de la insulina.
Altas dosis en pacientes sanos y con deficiencia de GH conducen al desarrollo de
resistencia a la insulina y aumento de grasa visceral. Administrando pequefias dosis
de rhGH (0,1 mg/dia) se mantiene el funcionamiento normal de las células 8
pancredticas y se retrasa la diabetes tipo 2 en pacientes con alto riesgo (Yuen y

Dunger 2006).

Con administracion de rhGH a ancianos sanos (Munzer, Harman y col. 2001) y a
ratas viejas machos de 18 meses (Parini, Angelin y col. 1999), no se produciria el
aumento edad-dependiente de los niveles plasmaticos de colesterol y, ademas, se
observaria un descenso de la hipercolesterolemia. Se produciria un efecto parecido
en adultos GH-deficientes, donde se observarian mejoras en valores de colesterol

total y LDL (Simpson, Savine y col. 2002).

En el envejecimiento aparecen desordenes hormonales y metabolicos. Se producen
alteraciones proteicas que pueden relacionarse con disminuciones de los valores de

GH e IGF-I en plasma (Veyrat-Durebex, Gaudreau y col. 1999)

La terapia sustitutiva con rhGH en ancianos, modificaria la composicién corporal y
los niveles de lipidos plasmaticos, aumentando la masa magra, disminuyendo la
masa grasa, reduciendo los niveles de colesterol y mejorando la relaciéon HDL/LDL
(Angelopoulos, Seip y col. 1998). Pero esta terapia no esta exenta de efectos
secundarios. Asi, tratamientos a dosis elevadas durante periodos de tiempos
prolongados pueden producir disminucién a la sensibilidad de la insulina e

intolerancia a la glucosa y retencion de liquidos (Holloway, Butterfield y col. 1994).
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2.2.2 INFLUENCIA DE LA DIETA EN EL ENVEJECIMIENTO
2.2.2.1 Efectos de la restriccion energética (RE)
A lo largo de la historia de la humanidad muchas sociedades han reconocido los

efectos beneficiosos que la limitacién en el consumo de alimentos, bien por
cuestiones religiosas o bien por escasez de comida, ejerce sobre la salud y el
bienestar general. La restriccién energética (RE) que consiste en la disminucién de
30 a 60% de la alimentacién ad libitum, sin llegar a la malnutricion, es la
manipulacién experimental mejor conocida capaz de descender la tasa de
envejecimiento y de incrementar la longevidad media y maxima de los animales
(Mercken, Carboneau y col. 2012). Las dietas con restriccidon energética no deben
aplicarse indiscriminadamente a todos los individuos. Se deben tener en cuenta
factores como edad (las necesidades energéticas y la dieta consumida disminuyen
con la edad), estado nutricional y patologias de cada paciente (Frame, Hart y col.
1998). La RE de 40% a largo plazo en ratas, comenzando temprano tras el destete,
aumenta la longevidad maxima (McCay, Crowell y col 1935). También se ha
observado un aumento en la longevidad en un amplio rango de organismos,
incluyendo levaduras, rotiferos, aracnidos, nematodos, roedores, primates y
humanos (Mattison, Roth y col. 2007). La longevidad es mayor cuando el nivel de
restriccion de alimentos es medio. A concentraciones muy bajas de proteinas y
energia se produce desnutricién y disminuciéon de longevidad (Cho, Rha y col
2012)). El incremento de longevidad es proporcional a la duracién del tratamiento
y a la intensidad del mismo (Pugh, Oberley y col. 1999). Las dietas restrictivas que
permiten bajar la tasa metabolica, prolongan la vida de los individuos que se

sometieron a ellas a partir de la edad adulta (Sohal y Weindruch 1996).
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La aplicacion de la restriccién energética causa cambios importantes en procesos
metabolicos que conducen a retrasar los efectos del envejecimiento (reparacion del
DNA, regulacién del metabolismo de la glucosa, respuesta inmune, actividad de
diferentes hormonas, capacidad cognitiva, hipertrofia muscular o sintesis proteica)
(Weindruch 1996). Se observa un retraso en la aparicién de enfermedades
vinculadas al envejecimiento como sarcopenia, problemas cardiovasculares,
obesidad, diabetes, cancer (Anderson, Shanmuganayagam y col. 2009) y deterioro
psicomotor (Ingram, Weindruch y col. 1987). También se produce una atenuacion
en la incidencia y progresion de enfermedades como la hipertensién, autoinmunes
y varias alteraciones neurodegenerativas como Parkinson o Alzheimer (Martin,
Mattson y col. 2006). En general, son bien conocidos los efectos beneficiosos que la
restriccion energética en la dieta ejerce sobre el envejecimiento: mayor longevidad
(Ward y Richardson 1991), reparacion del DNA dafiado, disminucién del estrés
oxidativo mitocondrial (Barja 2004) y aumento en la defensa antioxidante (Feuers,

Weindruch y col. 1993)

Los cambios metabdlicos subyacentes a la RE han sido estudiados en mamiferos.
Durante la fase inicial adaptativa, el metabolismo, estimado como consumo de
oxigeno, disminuye. Como respuesta inmediata a los bajos niveles de glucosa, los
animales restringidos degradan rapidamente los almacenes de glucégeno y, cuando
dichos almacenes se reducen, las grasas empiezan a romperse para compensar la
ausencia de glucosa en sangre (Bertrand, Lynd y col. 1980). Asi, junto con la pérdida
de masa grasa, otros de los muchos cambios fisiol6gicos inducidos por la RE incluyen
descensos en la temperatura corporal y en los niveles de la hormona del

crecimiento, IGF-I, hormona estimulante del tiroides y gonadotropinas. En cambio,
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los niveles de glucocorticoides, catecolaminas y glucagon, se incrementan (Mobbs,
Bray y col. 2001). Los animales restringidos presentan menores niveles de glucosa e
insulina en plasma, junto con una mayor sensibilidad a la insulina que los
alimentados ad libitum. También, como consecuencia de los descensos en los niveles
de gonadotropinas, se han observado retrasos en la maduracién sexual y en la
fertilidad. La modificacion de la via de sefializacion insulina/IGF-I en animales
sometidos a RE tiene particular interés, ya que se trata de un sistema altamente
conservado a lo largo de la evolucién que ha sido propuesto como regulador de la
longevidad en una amplia variedad de animales, desde nematodos hasta mamiferos

(Gems y Partridge 2001).

Aunque los efectos de la RE sobre la tasa de envejecimiento y el incremento en la
longevidad maxima estan bien documentados en diversas especies, todavia no se
han esclarecido los mecanismos moleculares subyacentes. De acuerdo con la teoria
mitocondrial de envejecimiento por radicales libres, la RE trabaja disminuyendo el
estrés oxidativo mitocondrial (Lopez-Lluch, Irusta y col. 2008). Los efectos de la RE
sobre la produccion de ROS por parte de las mitocondrias han sido investigados en
ratones y ratas, aplicando un 40% de RE, y se observa que la RE a largo plazo
disminuye significativamente la generacion mitocondrial de ROS en musculo
esquelético, rifién, corazdn, higado y cerebro (Sanz, Caro y col. 2005). Sin embargo,
cuando la restriccion se aplica a corto plazo (de unas pocas semanas a 4 meses), los
descensos se detectan o no en funcién del tejido estudiado. Por ejemplo, en higado
de rata 6-7 semanas de RE son suficientes para descender la tasa mitocondrial de
ROS y el dafio oxidativo al DNA mitocondrial (Gredilla, Barja y col 2001). La

disminucién en la tasa de produccién de ROS es un mecanismo comun utilizado
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tanto por animales longevos como por animales sometidos a RE con el objeto de
disminuir el estado basal de lesién oxidativa a carbohidratos, lipidos, proteinas y
especialmente al DNA mitocondrial y, por tanto, de sus mutaciones y de la tasa de
envejecimiento (Pamplona y Barja 2006). La RE, ademas, va a mejorar los niveles de

antioxidantes intracelulares (Lee, Klopp y col. 1999).

La RE incide en las dianas de la proteccién frente al ROS (generacidn, detoxificacion
y correccidn del dafio) (Speakman y Mitchell 2011). Reduce la produccién de ROS
(Ash y Merry 2011), disminuyendo la produccién del radical superéxido en el
complejo I de la cadena de transporte de electrones (Barja 2004). A nivel de la
proteccion, la RE evita el descenso producido en el envejecimiento en los niveles
hepaticos de glutation reducido y de las actividades enzimaticas de superdxido

dismutasa y catalasa (Cheny Yu 1996).

Las membranas celulares de los animales sometidos a restriccién energética se
encuentran mas protegidas frente a la acciéon de ROS, porque disminuye el grado de
insaturacion favoreciendo la acumulacién de los dcidos grasos de cadena corta y con
menor ndmero de insaturaciones (linoleico y linolénico). Esta proteccion se asocia
con el descenso en los niveles de hormonas como insulina y tiroideas T3 y T4

(Laganiere y Yu 1993).

El aumento de supervivencia utilizando suplementos con vitamina E, restriccién
energética, aumento en actividad neurolégica y ejercicio fisico moderado; mejoran
la disfuncién mitocondrial cerebral y hepatica en ratones viejos (Navarro y Boveris
2007). Larestriccién energética en ratas adultas aumenta los niveles de GH a valores

similares a ratas jévenes alimentadas ad libitum. Un fallo en la regulacion del mRNA
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a nivel de la traduccion de GH puede ser un factor que contribuya a la disminucién

de la secrecion de GH observado en el envejecimiento (Sonntag, Xu y col. 1995)

En ratas adultas, alimentadas ad libitum o con restriccion energética de un 40%), la
administracion de GH se asocia a un aumento en los niveles plasmaticos de IGF-I
Este aumento no se observa si existe RE (Jorgensen, Blum y col. 1991). Los efectos
anabdlicos de la GH pueden superar levemente a los que produce la RE (60%) en

ratas Sprague Dawley de 4 semanas de edad (Carrillo, Rising y col. 1998).

El exceso de tejido adiposo debido a una ingesta aumentada de energia y una minima
actividad fisica aumentaria el riesgo de padecer cancer. La restriccion energética es
eficaz en la prevencion de muchos canceres en ratones de laboratorio. En monos
adultos, se ha observado una disminucién de un 50% en la incidencia de canceres,
aunque se necesitan mas estudios a nivel molecular para entender los mecanismos
que ocurren en el organismo responsables del cancer dependiente de la restriccion
energética (Fontana, 2009). Se ha observado disminuciéon en la apariciéon de
melanomas, hepatomas, tumores mamarios y linfomas. Este hecho podria deberse a
una menor frecuencia de mutaciones en el DNA (Stewart, Koehler y col. 2005). La
restriccion energética también disminuye los valores de citoquinas inflamatorias y
de los marcadores oxidativos que influyen en la proliferacion del cancer (Pallavi,

Giorgio y col. 2012).

Cuando la ingesta energética es excesiva, sobre todo en las etapas criticas para el
desarrollo, las prioridades fisiol6gicas son el crecimiento. Cuando ya no existe
desarrollo, se produce obesidad que se caracteriza por una inflamacién sistémica.

La restriccidon energética mejora los parametros asociados a respuesta inmune y
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defensa antioxidante. La restriccidn energética con una dieta alta en grasas
disminuye los niveles hepaticos de TG, colesterol total y leptina, mejora la tolerancia
a la glucosa y el higado graso. Se observa disminucién del dafio oxidativo en

peroxidacion lipidica (Ash y Merry 2011).

2.2.2.2 Efectos de la proteina de la dieta
La influencia que la proteina de la dieta tiene sobre el envejecimiento es poco

conocida y controvertida. El efecto que ejercen las proteinas de la dieta sobre el

metabolismo lipidico y la aterosclerosis ha sido objetivo de numerosos estudios.

Una restricciéon proteica de un 60% parece prolongar la longevidad en ratas (Yu,
Masoro y col. 1982) y retrasa el avance de nefropatias y cardiopatias (Maeda, Gleiser
y col. 1985). Con reduccion proteica del 18 al 10% no se encuentran modificaciones
significativas (Gedik, Grant y col. 2005). En ratas jovenes se han descrito efectos pro
y antioxidantes, con un 9% de restriccion proteica, se encuentran incrementados los
valores de glutation peroxidasa y reductasa (Langley y Jackson 1994). En ratas
Long-Evans, alimentadas con un 8% de lactoalbimina estos valores disminuyen
frente a los controles (20%), lo que favorece la produccién de ROS (Huang y Fwu

1992).

Las modificaciones a nivel proteico de la dieta alteran el nivel de ingesta y la
ganancia de peso corporal. La tasa de crecimiento de la rata aumenta
progresivamente con el contenido proteico de la dieta y después disminuye

(Mercer, Watson y col. 1981).

Estudiando el higado irradiado de ratones adultos, la ingestiéon de una dieta con un

7% de proteina, aumenta la lipoperoxidacion. Esto se debe a una disminucion en los
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niveles de vitamina C y glutation, respecto a los controles (20%) (Shin, Yamada y col.

2002).

La malnutricion proteico-calérica aumenta significativamente la apoptosis en
macrofagos de raton al estimularse agentes pro-apoptoticos y la disminucién de

proteina anti-apoptoética Bcl-2 (Rivadeneira, Grobmyer y col. 2001).

El aporte de una dieta del 8% de proteina a ratas en etapa fetal y neonatal, induce
retardo en el crecimiento, alteracién en el balance proliferaciéon/apoptosis de
células B-pancreaticas (reduciendo la proliferacién e incrementando apoptosis)
(Petrik, Reusens y col. 1999). La reduccion en la dieta de 30 hasta 50% en proteinas
en ratones adultos muestran un menor grado en incidencia y tasa proliferativa de
neoplasia inducida y, también, muestran un aumento en longevidad (Chou, Pegram

y col. 1991).

Una suplementacion oral con aminoacidos atenuaria la extension del dafio que
produce una isquemia en corazén de rata, disminuyendo la proporcion de
cardiomiocitos que sufren apoptosis y se observa liberaciéon de caspasa-9 y de
citocromo c¢ (Scarabelli, Pasini y col. 2004), lo que indicaria que el adecuado
mantenimiento de proteinas en la dieta disminuye los mecanismos de muerte
celular programada y el deterioro organico. Este hecho es importante porque las
necesidades proteico-caloricas, en particular, no se cubren en la mayoria de los
ancianos (Arbones, Carbajal y col. 2003). En estas personas la ingesta diaria
recomendada de proteinas es 0,8 gramos/K/dia. La disminucién de la ingesta puede

ser hasta un 30% menor que en adultos (Morley 1997), lo que conduciria a una
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pérdida ponderal asociada a un estado de malnutricion, que conllevaria a

enfermedades propias de la vejez.

Las causas de la anorexia de la vejez van a depender de diversos factores: sociales,
culturales, psicoldgicos, ambientales, farmacologicos, funcionales y patoldgicos, que
alteran el control de la ingesta (Chapman 2004). En ratas viejas, se ha descrito una
preferencia por la grasa a expensas de los carbohidratos y una disminucién en la
ingesta proteica edad-dependiente (Veyrat-Durebex y Alliot 1997), que puede estar
unida a una sensibilidad menor a la concentracién de algunos aminoacidos (Volpi,
Mittendorfer y col. 1999). El aumento de proteinas utilizando suplementos se ha
asociado con una mayor fuerza y ganancia de masa muscular. Es importante que las
proteinas, entre otros nutrientes, sean ingeridas en cantidades adecuadas para
poder paliar la deplecién muscular, puesto que la capacidad de sintesis proteica del
musculo esquelético se mantiene en individuos viejos cuando se les infunde una

carga de aminoacidos (Rasmussen 2010).

La modificacion en la distribucién de la grasa, aparicion de obesidad y disminucién
de la sensibilidad tisular a la insulina, estan asociadas directamente con altos niveles
basales de glucosa, colesterol y TG, caracteristicos de la vejez, mientras que se
relaciona inversamente con HDL (DiPietro, Katz y col. 1999). También se ha descrito
un estado de resistencia periférica a la insulina relacionado con el incremento graso
en la vejez (Ferrannini, Vichi y col. 1996), asi como una mayor intolerancia a la
glucosa y una menor actividad de las células (-pancreaticas (Basu, Breda y col

2003).
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Una restriccion proteica provoca en ratas alteraciones hepaticas en corto periodo
de tiempo (cambios en la expresion de genes y variaciones en los niveles de serina,

glicina, taurina y metionina) (Kalhan, Uppal y col. 2011).

.La desnutricién proteica en la primera etapa de la vida, impide un desarrollo en el
crecimiento fisico en humanos y ratas, por alteraciones a largo plazo en GH. Para
probar esta hip6tesis se utilizaron ratas macho destetadas (3-6 semanas de edad)
alimentadas con dieta del 4% de proteinas frente a dieta normal con un 23% de
proteina. Las ratas que recibieron dieta baja en proteinas presentan menores
niveles de secrecion pulsatil de GH y se reduce la respuesta secretora de insulina a

la glucosa en la edad adulta (Harel y Tannenbaum 1995).

GH tiene efectos positivos en la recuperacion de musculo esquelético, después de
una malnutricién prolongada. Si se administra a las ratas una dieta enriquecida en
proteinas y energia se promueve solamente un aumento en los depoésitos grasos

(Gautsch, Kandl y col. 1999).

2.2.2.2.1 Efectos de la lactoalbumina como ingrediente de la dieta
La lactoalbumina (principal proteina del lactosuero de la leche humana) se

encuentra en la leche de vaca en una concentracién de 1-1,5 g/L. La lactoalbiimina,
como fuente de tript6fano, ha demostrado beneficios neurolégicos en humanos
adultos (Markus, Olivier y col. 2000). El tript6fano, es un aminoacido precursor de
la serotonina y de la melatonina. Ambos compuestos regulan el apetito, la saciedad,
la percepcion del dolor, la depresion y el ritmo del suefio. Ademas, se han comparado
los efectos de la lactoalbimina y caseina en el estrés y en las personas que utilizaron

lactoalbimina, se observaron menores casos de depresiéon y un mayor rendimiento
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cognitivo (Lien 2003). Se ha encontrado una forma multimérica de a-lactoalbumina
con actividad antitumoral selectiva (Hakansson, Zhivotovsky y col 1995). Esta
proteina unida al 4cido oleico también posee actividad frente a los tumores celulares
y se ha demostrado in vivo un efecto terapéutico especifico en glioblastomas
humanos y tumores en glandulas mamarias de ratén (Knyazeva, Grishchenko y col.

2008).

Ademas presenta actividad estimuladora del sistema inmune, en estudios in vitro
(Jacquot, Gauthier y col. 2010) y en estudios in vivo (Saint-Sauveur, Gauthier y col.
2009); del crecimiento de bifidobacterias (Kee 1998). Hay varios estudios in vitro
que demuestran una actividad antimicrobiana de los péptidos que se producen
después de la digestion de esta proteina (Pihlanto-Leppala, Marnila y col
1999).También se presenta una actividad antihipertensiva (Otte, Shalaby y col

2007).
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Objetivos

Teniendo en cuenta lo expuesto en la introduccion el progreso de la edad lleva en
todos los seres vivos al envejecimiento como un proceso ineludible que viene
acompafado de una serie de procesos deletéreos. Estas alteraciones indeseables no
son exclusivas de la vejez ya pueden aparecer en cualquier etapa de la vida y llevar
a patologias e incluso a una muerte anticipada del individuo sobre el promedio de la
especie. Ante estas circunstancias relacionadas con la vejez se investigan estrategias
para intentar solucionar o al menos paliar los procesos asociados con el
envejecimiento. El objetivo general de este estudio fue comprobar los efectos de la
aplicacién de dos estrategias antienvejecimiento: por un lado la estrategia
endocrina consistente en la administracion exdgena de hormona de crecimiento
humana recombinante (rhGH); y por otro, la estrategia nutricional que propone el

suministro de una proteina de alta calidad nutricional como es la lactoalbiimina.

Con ello, los objetivos concretos planteados en esta memoria de tesis doctoral

fueron los siguientes:

1) Estudiar los efectos de la aplicacién de dos estrategias antienvejecimiento en
ratones BALB/c en dos etapas de la vida poco estudiadas, la madurez y la
vejez: por una parte la administraciéon exégena de la hormona de crecimiento
humana recombinante (rhGH), y por otra la alimentacion con dietas con dos
niveles de lactoalbumina (14 y 20%) en la dieta.

2) Determinar los efectos de las estrategias seleccionadas, asi como la
diferencia de edad, sobre los parametros ponderales, la ingesta, y la
distribucién de sustratos corporales, en especial la grasa y la proteina

corporal, asi como la razon proteina/grasa.
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3)

4)

5)

6)

Determinar los efectos de las estrategias seleccionadas, asi como la
diferencia de edad, sobre el perfil lipidico y la actividad de la enzima
paraoxonasa (PON1).

Evaluar los posibles efectos de los factores (EDAD, TRATAMIENTO y DIETA),
asi como de las posibles interacciones de dichos factores mediante el estudio
de los andlisis de la varianza correspondientes y el estudio posterior de las
diferencias de grupos (comparaciéon multiple post hoc).

Realizar estudios comparativos con controles a dos niveles. Por una parte,
con controles del tratamiento endocrino y nutricional, comparando los
ratones tratados con rhGH frente a los salinos, asi como entre los alimentados
con la dieta del 20% frente a los del 14%; y en segundo lugar comparando
ratones alimentados con las dietas experimentales con lactoalbiimina frente
a controles alimentados con una dieta comercial control.

Realizar un estudio histologico del parénquima hepatico para poder
comprobar y comparar el estado de los hepatocitos entre los diversos grupos

experimentales y controles.
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4.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 72 ratones BALB/c machos (Charles River, Barcelona, Espafa). Se
mantuvieron hasta que cumplieron las edades requeridas en el experimento, en el
Animalario de la Seccion Departamental de Fisiologia (ES280790000085) de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, y se les
suministraron alimentacién y agua ad libitum (dieta A04, Panlab, Barcelona,
Espafia), con las condiciones ambientales controladas con ciclos de luz-oscuridad
(12-12h) y de temperatura (23 °Cx1). Se siguieron en todo momento las normas y
leyes Espafiolas y de la Uni6on Europea al respecto. Este trabajo cont6 con la
aprobacién del correspondiente Comité de Etica de la Universidad Complutense de

Madrid.

Los ratones se asignaron aleatoriamente a uno de los dos grupos de edad previstos
en el experimento: adultos, que tendrian 6 meses de vida cuando se realizara el
experimento con ellos; y viejos, que tendrian 18 meses de vida. Los dos grupos
experimentales que difieren por la edad fueron: adultos (ratones con 6 meses de

vida, n=36,) y viejos (ratones con 18 meses de vida, n=36).

El periodo experimental tuvo una duraciéon de 30 dias, que se inici6 después de
transcurridos 7 dias de adaptacién a la dieta. A continuacién, los animales se
distribuyeron en jaulas individuales de metabolismo y con las mismas condiciones
ambientales citadas. La dieta suministrada a cada uno de los ratones se determiné
aleatoriamente entre la dieta control comercial A04 (Panlab, Barcelona, Espafia) y

cada una de las dos dietas experimentales isoenergéticas pero con distinta

93



Material y métodos

proporcidn de proteina (lactoalbiimina), teniendo los siguientes grupos de dieta: CC

n=12, dieta control), 14 (n=12, dieta basal) y 20 % (n=12, dieta hiperproteica).
y perp

También se determiné aleatoriamente el tratamiento que se administré a cada uno
de los ratones alimentados con las dietas de lactoalbiimina, ya fuera hormona de
crecimiento recombinante humana (rhGH) o solucién salina isoténica (control
salino). Con ello, la mitad de dichos ratones (es decir sin tener en cuenta a los CC)
fueron tratados con rhGH y la otra mitad fueron controles salinos. La pauta
seguida consistié en la administracion, dos veces al dia por via subcutanea, de
hormona de crecimiento recombinante humana (rhGH), (NovoNordisk S.A. Espafia),
en dosis de 2 pg/g peso raton (tratados rhGH). En el caso de los controles salinos se
les inyect6, de forma similar, solucion salina fisioldgica en dosis de 20 pL/g peso
ratoén. Se escogio la dosis de hormona de acuerdo con la bibliografia, en la que se
describe su eficacia ya que produce efectos anabdlicos tisulares (Kasukawa, Baylink

y col. 2003).

En definitiva los diferentes grupos de ratones en el experimento vieron dados por
los factores que intervienen sobre los parametros que se van a estudiar. Estos

factores fueron:

- EDAD: adultos o viejos.

- DIETA: 14 0 20 % (contenido de lactoalbumina en la dieta).

- TRATAMIENTO: administracion exdgena de rhGH o solucidn fisiolégica salina.
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La medida del peso corporal y de la ingesta de cada raton (alimento consumido

menos el desperdiciado) se llevé a cabo cada dos dias.

Finalizado el periodo experimental de 30 dias, los animales se anestesiaron
administrando una dosis intraperitoneal de una mezcla de ketamina (100 mg/Kg) y
xilacina (5 mg/Kg). Se extrajo una muestra de sangre por puncidén retro-orbital y se
recogié en tubos Eppendorf conteniendo EDTA (1 g/1) para la obtencién del plasma
y después de centrifugacion a 1500 g a 4 °C, durante 30 minutos, se almacen6 a - 20

°C.

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y se les extrajo el higado,
tejido adiposo, corazon y los musculos, que se pesaron y se congelaron en nitrégeno

liquido. Los 6rganos se mantuvieron en un congelador a - 80 °C hasta su utilizacidn.

4.2. DIETAS EXPERIMENTALES

Las dietas experimentales se formularon con un contenido en nutrientes ajustado a
las recomendaciones dietéticas de los animales utilizados, de acuerdo con los
estdndares AIN-93M (Reeves, Nielsen y col. 1993). Se sustituy6 la proteina prevista

inicialmente en AIN-93M, que es caseina, por lactoalbumina.
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Las dos dietas experimentales utilizadas contuvieron, por tanto, un 14% y un 20%

de lactoalbuimina, respectivamente. Se comprueb6 la composicion de las mismas

utilizando la metodologia mas reconocida actualmente (AOAC International. 1995).

Composiciéon de la dieta con 14% de lactoalbimina

Ingredientes g/Kg dieta
Lactoalbiumina 140,000
Almidon de maiz 465,692
Dextrinado de maiz 155,000
Sacarosa 100,000
Celulosa 50,000
Minerales (AIN-93M) 35,000
Vitaminas (AIN-93VX) 10,000
L-Cistina 1,500
L-Arginina 0,700
Colina 2,500
t-Butilhidroquinona 0,008
Aceite de soja 40,000
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Composiciéon de la dieta con 20% de lactoalbimina

Ingredientes g/Kg dieta
Lactoalbimina 200,000
Almidon de maiz 397,86
Dextrinado de maiz 132,000
Sacarosa 100,000
Celulosa 50,000
Minerales (AIN-93M) 35,000
Vitaminas (AIN-93VX) 10,000
L-Cistina 1,500
L-Arginina 0,700
Colina 2,500
t-Butilhidroquinona 0,008
Aceite de soja 40,000
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Minerales incluidos en las dietas experimentales (AIN-93M)

Ingredientes mg/Kg dieta

Calcio 5000,0
Fosforo 1992,0
Potasio 3600,0
Sulfuro 300,0
Sodio 1019,0
Cloro 1571,0
Magnesio 507,0
Hierro 35,0
Cinc 30,0
Manganeso 10,0
Cobre 6,0
Yodo 0,2
Molibdeno 0,15
Selenio 0,15
Silicio 5,0
Cromo 1,0
Fluor 1,0
Niquel 0,5
Boro 0,5
Litio 0,1
Vanadio 0,1
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Vitaminas incluidas en las dietas experimentales (AIN-93VX)

Ingredientes g9/Kg dieta
Acido Nicotinico 3,000
Pantotenato calcico 1,600
Piridoxina 0,700
Tiamina 0,600
Riboflavina 0,600
Acido Félico 0,200
Biotina 0,020
Cianocobalamina 2,500
Vitamina E 15,000
Vitamina A 0,800
Vitamina D3 0,250
Vitamina K 0,075
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4.3. DETERMINACIONES PONDERALES Y ANALITICAS

A fin de conocer las modificaciones que la interaccién de la administraciéon de
hormona de crecimiento y el consumo de una dieta con alto contenido en proteina
(lactoalbumina) pudiera ejercer sobre los parametros ponderales, la ingesta, y la
distribucién de sustratos corporales se determinaron los parametros
correspondientes, y en su caso se calcularon las variables derivadas de los citados

parametros.

Variables ponderales

Pesos

Peso inicial: peso del ratdn al comienzo del experimento

Peso final: peso del raton al final del experimento

Peso vacio: peso en canal del ratéon

Ganancia de peso: incremento de peso del ratén (peso al final del experimento -

peso al comienzo del experimento)

Organos

Higado: peso del higado
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Corazon: peso del corazén

Colon: peso del colon

Sdleo: peso del sdleo

Gastrocnemio: peso del musculo gastrocnemio

Cuadriceps: peso del musculo cuadriceps

Biceps: peso del musculo biceps

Depositos grasos

Grasa abdominal: peso de la grasa abdominal

Grasa gonadal: peso de la grasa gonadal

Grasa subcutanea: peso de la grasa subcutanea

Suma de los depdsitos grasos: suma de los pesos de los depésitos grasos

Ingesta y eficacia alimentaria

Ingesta total: ingesta acumulada del ratén durante todo el experimento
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Ingesta proteina: ingesta acumulada de proteina de la dieta durante todo el
experimento. Se calcula como “Ingesta total x contenido proteico de la dieta (0,14 6

0,20)".

Eficacia del alimento: Se calcul6 como “Ganancia de peso/ingesta total”.

4.3.1. Determinacion de la composicion corporal

Una vez extraidos los érganos, se procedio al pesado de la canal de los ratones (peso
fresco), posteriormente realizé un secado inicial (50 °C), durante dos dias, para su
mejor manejo en las determinaciones de composicién corporal. Una vez seca la canal
se pesd (peso seco) y se triturd hasta obtener un producto homogéneo. Se tomaron
porciones de la mezcla para determinar humedad, proteinas, grasas y cenizas, segin

la citada metodologia de la AOAC (AOAC International. 1995)

Determinacién de la humedad corporal

Serealizd en crisoles de porcelana tarados. La mezcla corporal se mantuvo en estufa,
a 60 °C durante dos dias y luego a 100 °C hasta obtener un peso constante de la

muestra.
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Determinacioén del contenido de proteina corporal

Se empled el método basado en el primitivo método Kjeldahl actualizado y
semiautomatico (Kjeltec, Foss-Espafia), basado en la liberaciéon y conversiéon del

grupo amino de los aminoacidos en amoniaco, el cual se valoré posteriormente.

Determinacion del contenido de grasa corporal

La determinacion de la grasa se fundamenta en la obtencién y pesada del residuo
seco resultante de la maceracion y percolacion en Soxhlet, actualizado y

semiautomatico (Soxtec, Foss-Espafia) después de evaporar en éter de petroleo.

Determinacién de cenizas corporales

Las cenizas se miden gravimétricamente, tras incinerar en mufla a 550 °C (Select
Horn, P-Selecta, Barcelona, Espafa), durante un dia, la materia organica de una

muestra del triturado homogéneo citado.

Variables de composicién corporal

Grasa (absoluta y porcentual),

Humedad (absoluta y porcentual),

Proteina (absoluta y porcentual),
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Cenizas (absoluta y porcentual)

Relacién proteina/grasa

4.3.2. Procesamiento de 6rganos

Se extrajeron y se pesaron el higado, corazén, tejido adiposo, soleo, gastrocnemio,

cuadriceps y biceps de cada animal.

Posteriormente se introducen en nitrégeno liquido y se almacenan a -80 °C, hasta

su utilizacion.

Para analizar los parametros se llevaron a cabo técnicas bioquimicas, que se
realizaron en la fraccién celular adecuada para cada marcador: fraccidn citosdlica y

fraccion mitocondrial.

Todos los procesos y las soluciones se mantuvieron a una temperatura de 4 °C.

4.3.3. Procesamiento del higado

Procedimiento

Se pesé un trozo de higado y se homogeniz6 en 10 volimenes (por peso de tejido)

con tampon fosfato salino (PBS) a pH 7,4, conteniendo 5 mM de butil hidroxi tolueno
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(BHT). Para la disgregacion de la muestra se utiliz6 un homogenizador Potter-

Elvejem.

El homogenado se centrifugé a 800 x g durante 10 minutos.

El sobrenadante obtenido se separd y se utilizé para la determinaciéon de la

peroxidacion lipidica (LPO).

Todo el procedimiento se desarroll6 a una temperatura de 4 °C.

Otro trozo de higado se pesé y se homogeniz6 en 1 mL de tampdn de extraccién por

0,1 g de tejido.

Se centrifug6 el homogenado a 800 x g durante 10 minutos. Se recogi6 el
sobrenadante y se centrifugé tres veces a 1000 x g durante 5 minutos a 4 °C. El
sobrenadante obtenido contiene la fraccion citosoélica y en el sedimento queda la

fraccion mitocondrial que se utilizé para otros analisis.

Reactivos

*Solucién de tampén HEPES: manitol 38,26 g, sacarosa 23,96 g, HEPES 1,2 g, EDTA

0,292 g, agua destilada hasta completar 1 I. El pH ajustado a 7,5.

*Solucién de tampon de extraccion: 210 mM manitol, 70 mM sacarosa, 5mM HEPES,

1 mM EDTA. El pH ajustado a 7,4.
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4.3.4. Determinacion de la muerte celular

El ensayo se basa en la deteccion especifica de fragmentos de DNA asociados a
histonas (mono y oligonucleétidos) mediante su determinacién cuantitativa por
enzimoinmunoensayo directo tipo “sandwich” (ELISA) utilizando anticuerpos
monoclonales frente a DNA e histonas (Cell Death detection ELISA plus kit, Cat

774425, Roche Diagnostics).

El principio de la técnica se basa en la saturacién y fijacion de anticuerpos
monoclonales anti-histona a los que se le afiade anticuerpo anti-DNA peroxidasa
(POD) que reacciona con los nucleosomas procedentes del DNA. La cantidad de
peroxidasa retenida en el inmunocomplejo se contrasta con ABTS (2,2’-azino-bis-
[sulfonato 3-etilbenzotiazolina] como sustrato. La riqueza en mono Yy
polinucleosomas se mide a 405 nm en lector de placas frente al control. Los

resultados se expresan en unidades de absorbancia por mg de proteina citosoélica.

4.3.5. Determinacién de la peroxidacidn lipidica hepatica

El grado de peroxidacion lipidica (Lipid peroxidation, LPO) en el homogenado de
higado se evalu6 determinando su concentracién en malonildialdehido (MDA) con
tampon fosfato salino (PBS) pH 7,4 que contiene 5 mM de hidroxitolueno butilado
(BHT). El ensayo se basa en la reaccion del reactivo cromogénico N-metil-2-
fenilindol en acetonitrilo (R1), con MDA y 4-hidroxinomenol (HNE) a 45 °C. El

sobrenadante se incub6 con R1 y acido metanosulfénico a 45 °C durante 60 minutos.
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Posteriormente se centrifugd a 12000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante se

transfirié a una microplaca y se midio la absorbancia a 590 nm.

Para ello se utilizo el test de deteccion de peroxidacion (Lipid Peroxidation Assay
Kit. Calbiochem, EEUU). El resultado se expresé en nmoles de MDA/mg de tejido

(Nakamoto, Tada y col. 2003).

4.3.6. Determinacidon de colesterol total, HDL-colesterol y trigliceridos

Para la determinaciéon de estos parametros se utilizaron ensayos colorimétricos

comerciales (Biolabo S.A., Materlab, Madrid, Espafia).

Se analizé el contenido plasmatico en Triglicéridos (Esders y Nichirina, 1979), en
Colesterol total (Allain y col, 1974) y de la lipoproteina HDL (Gotto, 1988), mediante

técnicas enzimaticas colorimétricas.

4.3.7. Calculo del indice aterogénico.

Se calculé el indice aterogénico como Colesterol total - HDLcolesterol/HDL-

colesterol (Nus, Sanchez-Muniz y col. 2008).
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4.3.8. Determinacién de la actividad de la paraoxonasa (PON1)

La actividad sérica de arilesterasa en suero se determiné utilizando el método de
Nus y col. (Nus, Sanchez-Muniz y col. 2006), que utiliza fluido corporal simulado
(SBF) como tampoén y fenilacetato (0,25 mM) como sustrato después de la
adaptacién al modelo de raton (Nus, Sanchez-Muniz y col. 2008). El coeficiente de
absorcion molar del fenol, determinado espectrofotométricamente a 270 nm, 25 °C
y pH 8, fue de 197 /M por cm. La actividad de 1 unidad de arilesterasa equivale a 1

mol de fenilacetato hidrolizado/litro por minuto.

4.3.9. Célculo de la razén PON1:HDL-colesterol.

Se calculé dicha razén como un marcador potencial de la capacidad antioxidante de

HDL (Nus, Sanchez-Muniz y col. 2008).

4.3.10. Determinacion de la leptina

Para la determinacién de la leptina en suero de ratén se utiliz6é el inmunoensayo
enzimatico colorimetrico Mouse Leptin Elisa (EZML-82K. Merck Millipore). La

actividad se midié por espectofotometria a 450 nm en un lector de placas.
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4.3.11. Determinacién de IGF-I

Para la determinacién cuantitativa de este parametro se ha utilizado el ensayo
colorimétrico Mouse/Rat IGF-I Immunoassay (PMG 100. R&S Systems). La microplaca

se ley6 a una absorbancia de 450 nm.

4.3.12. Determinacion de glucemia

La extraccion de la sangre se hizo de la vena de la cola de cada ratén. Las
concentraciones de glucosa se determinaron con un glucémetro de la marca Accu-

check Aviva (Roche Diagnostics, S.L. Espana).
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4.4 METODOS MATEMATICOS Y ESTADISTICOS

Se presentan los resultados en tablas como medias aritméticas de los diferentes
grupos experimentales en funcion de los factores considerados (EDAD,
TRATAMIENTO, DIETA) y el error estdndar de la media (media + EEM). También se
calcularon y expresaron las medias de los grupos de ratones agrupados o
segmentados por los diferentes factores de acuerdo a las comparaciones del
apartado de resultados. En uno u otro caso, para expresar las diferencias entre
valores de dos medias correspondientes a dos grupos se calcul6 el porcentaje de la
diferencia entre las medias consideradas, tomando como referencia sobre la que se
calcula esa diferencia el grupo de ratones que en cada caso se considerd base o
control. Asi, las comparaciones se hicieron frente a esos grupos control: viejos frente
a adultos, administrados con rhGH frente a administrados con solucién salina, o
alimentados con la dieta del 20% frente a alimentados con la dieta del 20% de
lactoalbtiimina.

Para el procesamiento de datos se utiliz6 tanto la hoja de calculo Excel (Microsoft
Inc. EE. UU) como el paquete estadistico SPSS/PC en su version 20 (SPSS v20 Inc.
EEUU). Excel es de utilidad en la recopilacién y el procesamiento primario de los
datos, mientras que el paquete estadistico SPSS permite un analisis profundo de los
datos, asi como la definicién de nuevas variables por utilizacion de las registradas
experimentalmente, asi como la elaboracion de pruebas estadisticas y graficos. Sin
embargo, especificamente para la elaboracién de graficos se emple6 el programa
GraphPad Prism ya que cuenta con las mejores opciones para representar graficos

del estilo cientifico de este trabajo (GraphPad Prism, Inc, EE.UU).
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Por defecto, el andlisis estadistico de los datos se realiz6 mediante pruebas de
estadistica paramétrica, no obstante, en el caso de que se detectara que no se
cumplieran los requisitos para este tipo de estadistica se realizaria el analisis
equivalente de estadistica no paramétrica. Se comprob6 precisamente si los datos
se ajustaron a una distribuciéon normal con la prueba de Shapiro-Wilk, que se
considera superior a la mas conocida de Kolmogorov-Smirnov (Motulsky 2014).
Para comprobar el efecto de los factores se realizé6 un andlisis de la varianza
(ANOVA), en el que se estudié la significacién (si P<0,05, que indica la probabilidad
de verosimilitud de la hipétesis nula, no hay diferencias debidas al factor en estudio)
el efecto de cada factor (EDAD, TRATAMIENTO, DIETA) por separado, y si existieron
interacciones significativas entre los factores, ya sean interacciones dos a dos
(EDADXTRATAMIENTO, EDADxDIETA, TRATAMIENTOxXDIETA) o una triple
interaccion (EDADXTRATAMIENTOxDIETA).

No solo se necesitd saber si un determinado factor ejercié influencia sobre una
variable, tal como se puede evaluar con el analisis que proporciona ANOVA, sino que
se necesitd conocer adicionalmente cuales son los grupos que presentaron
diferencias, es decir se necesité evaluar las diferencias entre los grupos
experimentales de ratones para cada variable. Para ello se realizaron
comparaciones multiples entre los diferentes grupos experimentales, ya que la
utilizacion repetida de una prueba t entre grupos es metodolégicamente de dudosa
correccion dado que puede ofrecer falsos positivos (Motulsky 2014). El
procedimiento seguido fue utilizar el andlisis de la varianza de una via (ONEWAY
ANOVA, SPSS), y dentro de este procedimiento, a su vez, emplear el analisis de

Bonferroni para determinar dichas diferencias. En esencia este procedimiento es un
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analisis de comparaciones multiples que permite comparar las medias de los
diferentes grupos experimentales para un factor en estudio, después de haber
rechazado la hipotesis nula de igualdad de medias en el analisis ONEWAY ANOVA.
Ademas, se estudio la relacion entre los diferentes parametros y variables mediante
el andlisis de las correlaciones entre los mismos, segmentandose dichos andlisis por
los grupos correspondientes de los ratones experimentales. Se consider6 que una
correlacion determinada fue significativa cuando P<0,05, ademas se consignoé el
valor del coeficiente de correlacion lineal de Pearson (R). Si bien P indica la
significacién de esa relacion, o cuanto se podria confiar en que esa relacion es real,
R en su valor absoluto sefiala la intensidad de la asociacion, y R? seria la proporcion
en la que se puede explicar por esa relacién el modelo lineal dado. En los
determinados casos en los que se comprobd la existencia de correlacién y se pudo
establecer una causalidad, ademdas se realiz6 un anadlisis de regresiéon lineal,
determinandose los correspondientes coeficientes especialmente la pendiente de la

recta de regresion, asi como (R y R?).
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5. RESULTADOS.

5.1 EXPOSICION DE RESULTADOS
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Se presentan los resultados a partir de las medias aritméticas de los diferentes
subgrupos experimentales en funciéon de los factores considerados (EDAD,
TRATAMIENTO, DIETA). También se calculan y expresan las medias de los grupos
de ratones agrupados o segmentados por los diferentes factores de acuerdo a las
comparaciones que se realicen. En todo caso se tom6 como referencia el grupo de
ratones que en cada caso se considerd control. Asi, las comparaciones se hicieron
frente a estos grupos control: viejos frente a adultos, administrados con rhGH frente
a controles salinos, o alimentados con la dieta del 20% frente al 14% de
lactoalbuimina. Se expresaron las diferencias porcentualmente, como el porcentaje
de la diferencia entre las medias que se consideraron en cada caso. Ademas se
incorporaron los resultados de los analisis de la varianza (ANOVA) correspondiente
y las comparaciones multiples por el método de Bonferroni. Igualmente se exponen,
en su caso los resultados de los andlisis de regresion lineal. También se incorpora la
comparaciéon entre los grupos de ratones alimentados con las dietas de

lactoalbiimina y los ratones alimentados con las dieta comercial control.

5.1.1. INGESTA TOTAL (IT), INGESTA PROTEICA (IP), PESO FINAL, GANANCIA
DE PESO Y EFICACIA ALIMENTARIA

Edad

Con la edad avanzada disminuyeron (aproximadamente un 12%) las ingestas (Tabla
1) de forma significativa (Tabla 10), tanto la ingesta total como la cantidad de
proteina ingerida diariamente (IT: adultos=128,16+3,15; viejos=112,36+1,91) (IP:
adultos=21,66+0,88; viejos=19,16+0,87). El andlisis de la varianza reflejé6 esa

circunstancia de forma que se obtuvieron altas significaciones para las ingestas por
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el factor EDAD (Tabla 10 ANOVA). No hubo efecto de la EDAD para peso final,

ganancia, ni para la eficacia alimentaria (Tabla 11 ANOVA).

Tratamiento

En los ratones tratados con GH se encontré un considerable incremento en la
ganancia de peso (295%) (Salinos: 1,04+0,42; GH: 4,09+0,217); ello les llevé a un
aumento (14%) significativo del peso final (Tabla 2) (Salinos=29,79+0,65; GH=
33,88+0,58). Ese incremento de peso lo consiguieron a través de una incrementada
eficacia alimentaria (302%) (Salinos=0,254+0,146; GH=1,021+0,108), mientras que
la administracion de GH solo llev6 a un pequefio incremento de la ingesta de la dieta
(5%) que no fue significativo (Salinos=116,74+2,56; GH=122,75+3,35) (Tabla 1). En
consecuencia, el analisis de la varianza sefial6 al TRATAMIENTO como un factor muy
significativo para peso final, ganancia de peso y eficacia alimentaria (Tabla 11

ANOVA).

Diferencias entre grupos e Interacciones entre los factores

En la comparacion de los diferentes grupos experimentales entre si, sélo se observé
una accién significativa debida al efecto de la edad avanzada; asi los valores de la
ingesta en los ratones viejos produjo una disminucion del 24% en las ingestas total
y proteica (IT: adultos 14% GH=144,09+3,42; viejos 14% GH=109,30+3,31; IP:
adultos 14% GH= 20,17+0,48; viejos 14% GH=15,30+0,46) frente a los controles
adultos alimentados con la misma dieta y tratados con GH (Tabla 1). Sin embargo,
mediante el andlisis de la varianza por la que se agrupan los animales por factores

si se pudo comprobar un efecto del TRATAMIENTO cerca del limite de la
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significacion (0,031), asi como una interaccion EDADXxTRATAMIENTO con una

significacion moderada (0,019) (Tabla 10 ANOVA).

En la comparacion de los diversos grupos experimentales se pudieron observar
diversos efectos debidos al tratamiento con GH. Asi, por una parte llevé a un
significativo incremento del 19% de la ingesta total (Tabla 1) en el grupo de los
ratones adultos alimentados con la dieta del 14% (adultos 14% salinos:
120,62+4,34; adultos 14% GH: 144,09+3,42). Por otra parte, en los ratones viejos
alimentados con la dieta del 20% de proteina, el tratamiento con GH indujo una
ganancia de peso de un 281% respecto a los controles salinos (viejos 20% salinos:

1,19+0,50; viejos 20% GH: 4,54+0,39) (Tabla 2).

Los ratones alimentados con la dieta del 20% ingirieron significativamente mas
proteina (41%) que los alimentados con la dieta del 14% de proteina, dado el mayor
contenido proteico de la dieta consumida (dieta 14%=16,91£0,49; dieta
20%=23,79+0,52) (Tabla 1). En el analisis de la varianza el factor DIETA resulté muy
significativo (Tabla 10 ANOVA). Por lo que respecta a la ingesta proteica, en los
distintos grupos de ratones, se observaron esos aumentos cuando se compararon
aquellos alimentados con la dieta del 20% frente a los alimentados con la dieta del
14%, especialmente en los grupos de ratones tratados con GH; asi aumento la
ingesta proteica (IP) en adultos tratados con GH en un 26 % (Adultos 14%
GH=20,17+0,48; Adultos 20% GH=25,42+0,77) y un 43% en Adultos salinos
(Adultos 14% salinos=16,89+0,61; Adultos 20% salinos=24,17+1,44). Mientras que

en los ratones viejos los valores incrementaron un 50% en los tratados con GH
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(Viejos 14% GH=15,30%0,46; Viejos 20% GH=22,96+0,81) y un 46% en los salinos

(Viejos 14% salinos=15,61+0,58; Viejos 20% salinos=22,80+0,89) (Tabla 1).

La dieta con el 20% de proteina parecié comportarse como reductora de la ganancia
de peso corporal, al menos entre los ratones adultos, ya que los ratones adultos
salinos a los que se aliment6 con esta dieta presentaron una disminucién
significativa de la ganancia de peso mientras que los adultos salinos alimentados con
la dieta del 14% de proteina presentaron una ganancia positiva (adultos
14%=3,48+0,69; adultos 20%=-0,18+0,14) (Tabla 2). El andlisis de la varianza
ofrecié interacciones significativas EDADxDIETA y EDADXTRATAMIENTOxDIETA
para la ganancia de peso (Tabla 11 ANOVA). Mientras, en los ratones Viejos tratados
con GH y alimentados con la dieta del 20% de proteina (Viejos 20%
salinos=0,29+0,40; Viejos 20% GH=1,23+0,31), la eficacia alimentaria aumenté en
un 324% frente a los controles salinos. También se pudo comprobar la interaccién
de los factores EDADxDIETA y EDADXTRATAMIENTOxDIETA para la eficacia
alimentaria mediante el analisis de la varianza con una baja significacién (Tabla 11

ANOVA).

Relaciones lineales entre INGESTA TOTAL, INGESTA PROTEICA TOTAL y GANANCIA

DE PESO frente a PESO FINAL

En todos los grupos experimentales se encontré que el peso final del animal se
relacioné significativamente tanto con la ganancia de peso (R=0,608 y P<0,001)
como con la ingesta total (R=0,372 y P=0,015) (Grafico 7) y la eficacia alimentaria
(R= 0,506 y P= 0,001) (Grafico 8). En los ratones adultos existié6 una relaciéon

significativa entre ingesta total y glucemia (R=0,527 y P=0,021) (Grafico 9), lo que
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sefiald la relacidn entre cantidad de alimento ingerido y niveles plasmaticos de
glucosa en la sangre de los animales, independientemente del tratamiento o de la

dieta experimental a la que se somete al grupo de ratones.

Por otra parte, también se encontraron relaciones significativas entre el peso vacio
y algunas variables como peso final (R= 0,902 y P<0,001), ganancia de peso (R=
0,549 y P< 0,001), asi como la eficacia alimenticia (R= 0,433 y P= 0,004) (datos no
mostrados en grafica). Finalmente, la ganancia de peso se relacion6 linealmente de
forma positiva con la eficacia alimentaria (R= 0,773 y P<0,001). Se pudo observar
como el tratamiento con GH proporciond a estos animales una alta eficacia y por
tanto una alta ganancia de peso, mientras que los ratones salinos mostraron un

comportamiento mas lineal en todo el rango de valores (Grafico 10).

5.1.2 DEPOSITOS DE GRASA CORPORALES Y GRASA CORPORAL

Edad

Con la edad aumentaron todos los depoésitos grasos, tanto la grasa corporal residual
(grasa corporal con exclusion de los depdsitos especificos, que son extraidos
previamente) (porcentual y absoluta), asi como los depédsitos de grasa especificos
(abdominal, gonadal, conjunto de depoésitos) (Tabla 3). El analisis de varianza
ANOVA de dichas variables refleja claramente la influencia del factor EDAD, que
resulté muy significativo (Tabla ANOVA 12). Respecto a los diferentes depdsitos de
grasa, el porcentaje de aumento en los ratones viejos comparados con los adultos
fue de un 272% en la grasa abdominal (Adultos=0,064+0,009; Viejos=0,238+0,037),

del 96% en la grasa gonadal (Adultos=0,214+0,015; Viejos=0,419+0,032), y del
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166% de la suma de los diferentes depositos en los Viejos frente a los Adultos
(Adultos=0,406+0,020; Viejos=1,082+0,092). En su conjunto, sin tener en cuenta los
depdsitos grasos especificos, el deposito global de grasa corporal residual no resulté
tan modificado, ya que solo aument6é un 5% de la grasa corporal en los Viejos
(Adultos=13,050+0,559; Viejos=13,750+0,475), y un 8% en la grasa corporal
residual (Adultos= 3,260+0,137; Viejos=3,520+0,153), debido a la diferente

evolucion de los depdsitos grasos corporales.

Tratamiento

El tratamiento con GH indujo una disminucién de contenido de todos los depdsitos
grasos: 53% en la grasa abdominal (salino=0,215+0,043; GH=0,101+0,015), 27% en
la grasa gonadal (salino=0,375+0,045; GH=0,273+0,016), y en la suma de todos los
depésitos la disminucién fue de un 35% (salino=0,934+0,131; GH=0,603+0,050)
(Tabla 3). Por su parte, también se encontré una disminucién paralela de la grasa
corporal residual, aunque menor que la correspondiente a la de los depdsitos grasos,
del 13% (salino=14,404+0,563 y GH=12,522+0,392) en comparaciéon con los
ratones controles no tratados con la hormona (Tabla 3). En el andlisis de la varianza
se encontré que el TRATAMIENTO fue un factor con alta significacién en todas las
variables excepto en la grasa corporal residual para la que resultd no significativa

(Tabla 12 ANOVA).

Dieta

La ingesta de la dieta con mayor contenido proteico (20%) llevé a un aumento

significativo tanto de la grasa abdominal en un 108% (dieta 14%=0,101+0,011;
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dieta 20%=0,210+0,043), como de la suma de los depdsitos grasos en un 43% (dieta
14%=0,626+0,066; dieta 20%=0,895+0,122) en los ratones experimentales (Tabla

3).

Diferencias entre grupos e Interacciones entre los factores

El tratamiento con GH hizo disminuir la grasa porcentual un 29% en los ratones
adultos que fueron alimentados con la dieta del 14% de contenido proteico frente a
los controles salinos (adultos 14% salinos 16,21+1,02 y adultos 14% GH
11,57+0,40) (Tabla 3). Por otra parte, los ratones viejos tratados con GH y
alimentados con la dieta del 20% de proteina presentaron un incremento de la grasa
abdominal de un 140% respecto a los controles alimentados con dieta del 14%
(viejos 14% GH=0,088+0,008; viejos 20% GH=0,211+0,014) (Tabla 3). En el grupo
de los ratones viejos salinos alimentados con la dieta del 20% se observan aumentos
de los depdsitos grasos abdominal y gonadal, asi como del conjunto de los depdsitos
grasos, con unos valores porcentuales de un 241% (abdominal, Viejos 14%
salinos=0,157%0,018; Viejos 20% salinos=0,535+0,020), el 63% (gonadal, Viejos
14% salinos=0,407+0,021; Viejos 20% salinos=0,665+0,038), y el 77% (suma de

depésitos, Viejos 14% salinos=1,02+0,09; Viejos 20% salinos=1,81+0,09).

Los ratones viejos alimentados con la dieta alta en proteina (20%) presentaron un
aumento significativo de los depdsitos grasos frente a los adultos, ello se reflejé en
la presencia de una interaccion EDADxDIETA (Tabla 12 ANOVA). Sin embargo, el
tratamiento con GH indujo en los ratones viejos una disminucion de los depésitos
grasos frente a los controles salinos, abdominal (60%) (viejos 20%

salinos=0,535+0,020; viejos 20% GH=0,211+0,014), gonadal (48%) (viejos 20%

121



Resultados. Exposicion de resultados

salinos= 0,665+0,038; viejos 20% GH=0,345+0,016), y del 53% en la suma de todos
los depésitos grasos (viejos 20% salinos=1,81+0,09; viejos 20% GH= 0,85+0,02)
(Tabla 3). Ademads, también se observaron interacciones entre la EDAD y el
TRATAMIENTO (interacciones entre la EDAD y el TRATAMIENTO asi como entre la
EDAD el TRATAMIENTO y la DIETA Tabla 12 ANOVA). Asi, en la comparacién de los
depdsitos grasos entre los ratones viejos frente a los adultos salinos alimentados
con la dieta del 20% se puede observar como en los primeros se produjo un aumento
de un 1038% en el depdsito de grasa abdominal (adultos 20% salinos 0,047+0,012
y viejos 20% salinos 0,535+0,020), y de un 321% en el depoésito de grasa gonadal
(adultos 20% salinos 0,158+0,017 y viejos 20% salinos 0,665+0,038) con relacién a
los adultos (Tabla 3). Cuando a esos animales se les administré GH (ratones viejos
tratados con GH y alimentados con el 20% de proteina) se produjo un menor
incremento de la grasa abdominal que fue solo del 331% (adultos 20% GH
0,049+0,010 y viejos 20% GH 0,211+0,014) y de un 113% en la grasa gonadal
(adultos 20% GH 0,162+0,007 y viejos 20% GH 0,345+0,016) con respecto a los

adultos (Tabla 3).

Comparacién con controles de dieta

La administracion de las dietas experimentales conteniendo lactoalbimina supuso
un incremento sustancial del contenido graso de la grasa corporal de los grupos
experimentales adultos frente a los controles alimentados con la dieta comercial,
aunque Unicamente fue significativo frente al grupo adultos 14% salinos (ANOVA de
una via, Graficos 1ay 1b). Mientras que en los depdsitos corporales de grasa no hubo

diferencias apreciables entre controles adultos y grupos de adultos, en el caso de
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controles viejos y los diferentes grupos de ratones viejos alimentados con
lactoalbimina el comportamiento fue muy diferente. Asi, estos presentaron valores
superiores a los salinos y tratados con GH alimentados con el 14% solamente para
la grasa abdominal, e inferiores a los salinos alimentados con el 20% para la grasa

abdominal, gonadal y suma de grasas (ANOVA de una via, Grafico 1cy 1d).

Relaciones lineales de GRASAS CON PESO FINAL

Existié una relacion significativa entre grasa corporal residual y el peso corporal
final que se mantuvo tanto en el conjunto de los grupos de ratones (R=0,420 y
P=0,006) (Grafico 11), como en los diferentes subgrupos experimentales. Ademas,
todos los depositos grasos estuvieron relacionados entre ellos, en diferente grado
en los diferentes subgrupos. Asi, en general, se relacionaron la grasa abdominal con
grasa gonadal (R=0,890 y P<0,001), y con grasa corporal residual (R=0,341 y
P=0,027) (datos no mostrados en grafica). También la grasa gonadal se relaciond
significativamente con la grasa corporal residual (R=0,386 y P=0,012) (datos no

mostrados en grafica).

En relacién con los niveles sanguineos de hormonas, o de sustratos metabélicos, se
encontré que la grasa corporal residual estaba relacionada con los niveles de
glucemia en los animales no tratados (R=0,571 y P=0,011) y en los tratados con GH

(R=-0,467 y P=0,028) (Graficos 12 a y b, respectivamente).
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5.1.3 MUSCULOS SOLEO, BICEPS, CUADRICEPS Y GASTROCNEMIO

Edad

Los ratones viejos presentaron un aumento (26%) significativo del peso del biceps
(adultos 0,257+0,009 y viejos 0,325+0,014)) y asi como una pequeila disminuciéon
(3%) del peso del gastrocnemio (adultos 0,090+0,002 y viejos 0,087+0,003) (Tabla
4). El analisis de la varianza mostré que el factor EDAD fue muy significativo para

todas las variables del peso muscular (Tabla 13 ANOVA).

Tratamiento

El tratamiento con GH indujo en los ratones un incremento del 14% en el peso del
cuadriceps (salino 0,322+0,012 y GH 0,366+0,010) y del 17% en el peso del
gastrocnemio (salino 0,081+0,002 y GH 0,095+0,004) (Tabla 4). El factor
TRATAMIENTO resulté significativo en el andlisis de la varianza para los pesos
musculares de cuadriceps y gastrocnemio pero no para los otros musculos (Tabla

13 ANOVA).

No se hallaron mas efectos ni interacciones en los analisis de la varianza de los pesos

musculares (Tabla 13 ANOVA).

Comparacién con controles de dieta

La administracion de las dietas experimentales conteniendo lactoalbiimina no
supuso modificacion sustancial de los pesos musculares, se pudo observar, en todo

caso, una tendencia a mayores valores en la suma de los pesos musculares de los
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adultos alimentados con la dieta comercial frente a los grupos alimentados con las
dietas con lactoalbumina y una disminucion de la misma variable en los controles
viejos alimentados con la dieta comercial frente a los grupos experimentales

(ANOVA de una via, Grafico 2a).

Relaciones lineales entre los pesos de los diferentes MUSCULOS CON el PESO FINAL

El conjunto de los musculos considerados en este estudio guardaron una relacién
lineal con el peso corporal en los diferentes grupos de ratones (R=0,439 y P=0,004)
(Grafico 14). Por separado también se relacionaron con el peso corporal de forma
directa y muy significativa tanto el gastrocnemio (R=0,640 y P<0,001) como el
cuadriceps (R=0,398 y P=0,009). Ademas, se encontraron relaciones entre biceps y
soleo (R=0,469 y P=0,002) y entre cuadriceps y gastrocnemio (R=0,331 y P=0,032)

(datos no mostrados en graficas).

5.1.4 PROTEINA CORPORAL ABSOLUTA Y PORCENTUAL Y RELACION
PROTEINA CORPORAL/GRASA CORPORAL

Edad

Con la vejez disminuyeron significativamente los valores del contenido proteico
corporal con unos porcentajes de disminucién que fueron del 6% en la cantidad de
proteina corporal (adultos 4,612+0,127 y viejos 4,352+0,089), y del 7% en el
porcentaje proteico (adultos 18,344+0,173 y viejos 17,096+0,209) (Tabla 5).

Previamente se ha sefialado que con la edad se produjo un aumento significativo de
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la grasa corporal; por lo tanto, dadas ambas modificaciones, de la grasa y de la
proteina corporal, condujeron a una disminucién significativa del 12% de la relacion
proteina/grasa (adultos 1,457+0,065 y viejos 1,284+0,059), en comparacion con los
controles adultos (Tabla 5). En el analisis de la varianza apareci6 el factor EDAD

como muy significativo para las variables (Tabla 14 ANOVA).

Tratamiento

El tratamiento con GH indujo un aumento significativo de un 16% en el valor de
proteina corporal (salinos 4,127+0,079 y GH 4,793+0,087), un 4% en el porcentaje
de proteina corporal, que no result6 significativo (salinos 17,360+0,291 y GH
17,991+0,157), y un 17% en la relacién proteina/grasa (salinos 1,254+0,069 y GH
1,470£0,052) (Tabla 5). Ello se reflejé en el analisis de la varianza donde se pudo
comprobar como el TRATAMIENTO apareci6é como factor muy significativo para

todas las variables (Tabla 14 ANOVA).

Diferencias entre grupos e Interacciones entre los factores

En los ratones viejos salinos alimentados con la dieta del 20%, la disminucién en el
contenido porcentual de proteina corporal frente a sus controles adultos fue de un
14% (adultos 20% salinos 18,54+0,50 y viejos 20% salinos 16,00+0,57). Mientras
que ese efecto no se produjo en los ratones alimentados con la dieta del 14%. Por
otra parte, en los ratones adultos tratados con GH y alimentados con la dieta del 14%
el aumento de proteina corporal fue de un 25% frente a sus controles (adultos 14%

salinos 4,21+0,10 y adultos 14% GH 5,26+0,10). Se pudo comprobar la aparicién de
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una interaccion significativa EDADXTRATAMIENTOxDIETA en el analisis de la

varianza correspondiente (Tabla 14 ANOVA).

Comparacion con controles de dieta

La administraciéon de las dietas experimentales conteniendo lactoalbiimina no
supuso modificacidn significativa de la proteina corporal porcentual, pero si se pudo
comprobar una diferencia en la cantidad de proteina corporal absoluta en los grupos
de ratones viejos tratados con GH frente al grupo de control alimentado con dieta
comercial, que también fue diferente del grupo control adulto (ANOVA de una via,
Graficos 2c y 2d). Por su parte, la razén proteina/grasa resulté especialmente
sensible a las modificaciones de la grasa corporal indicadas previamente para los
grupos de ratones alimentados con dieta comercial frente a los grupos alimentados
con las dietas conteniendo lactoalbiimina especialmente con el aumento de la grasa
en los adultos controles frente a los grupos experimentales, no asi los viejos. Por ello,
también se comprob6 una diferencia significativa entre ambos grupos de dieta

control, adultos y viejos (ANOVA de una via, Grafico 2e).

Comparacién con controles de dieta del peso corporal vacio

La administraciéon de las dietas experimentales conteniendo lactoalbumina supuso
un incremento significativo del peso corporal vacio inicamente de los grupos de
ratones viejos tratados con GH en comparacion los controles alimentados con la

dieta comercial (ANOVA de una via, Grafico 2b).

Relaciones lineales de PROTEINA, CENIZAS, HUMEDAD Y RELACION

PROTEINA/GRASA CON PESO FINAL
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En el conjunto de los ratones el peso final se relacioné con el contenido proteico
corporal (R=0,810y P<0,001) (Grafico 14), cenizas (R=0,315 y P=0,043) y humedad
(R=0,871 y P<0,001) (datos no mostrados). Las relaciones se mantuvieron
significativas en los diferentes subgrupos de ratones (tratamiento, la edad o la

dieta).

La razon proteina/grasa se relaciono significativamente con la glucemia (R=-0,578
y P=0,010) en los ratones que no han sido sometidos a tratamiento hormonal
(salinos) (Grafico 15a). Sorprendentemente existi6 una relacién inversa ala anterior
cuando se consideraron los grupos de ratones tratados entre el cociente

proteina/grasay los valores de glucemia (R=0,449 y P=0,036) (Grafico 15b).

5.1.5 HIGADO, CORAZON y COLON

Edad

Con la edad disminuyeron significativamente los pesos del higado y del corazén
(Tabla 6) con un porcentaje de disminucién del 11% en ambos casos (higado:
adultos 1,680+0,099, viejos 1,492+0,048; corazén: adultos 0,253+0,014, viejos
0,226+0,010). Por el contrario, el colon present6 un aumento significativo del 18%
(colon adultos 0,210+0,010 y colon viejos 0,249+0,013). El efecto significativo de la
EDAD se vio reflejado en los analisis de la varianza correspondientes (Tabla 15

ANOVA).
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Tratamiento

El tratamiento indujo un incremento significativo del peso del higado (24%: salino
1,403+0,049 y GH 1,744+0,081) y del peso del corazén (15%: salino 0,221+0,014 y
GH 0,255+0,010) (Tabla 6). Consecuentemente, el andlisis de la varianza mostré6 que
el factor TRATAMIENTO fue muy significativo en su influencia sobre estas variables,

pero no sobre el peso del colon, que resulté ser no significativo (Tabla 15 ANOVA).

Dieta

Por otra parte, los ratones alimentados con la dieta del 20% presentaron una
disminucién significativa (Tabla 6) del 18% en el peso del corazén (dieta 14%
0,263+0,013 y dieta 20% 0,215+0,010). En consecuencia, el analisis de la varianza
en el caso del peso del corazoén sefialé a la DIETA como factor muy significativo, pero
la dieta no ejerci6 ese efecto global sobre el peso del higado ni sobre el peso del

colon, que resultaron no significativos por DIETA (Tabla 15 ANOVA).

Diferencias entre grupos e Interacciones entre los factores

Los ratones viejos tratados con GH y alimentados con la dieta del 20% de proteina
presentaron un incremento en el peso del corazén del 41% frente a los controles

salinos (viejos 20% salinos 0,188+0,012 y viejos 20% GH 0,265+0,021).

Los ratones adultos tratados con GH y alimentados con la dieta del 14% presentaron
un aumento del 62% en el peso del higado respecto a los salinos (adultos 14%

salinos 1,328+0,042 y adultos 14% GH 2,148+0,102).
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Los ratones viejos tratados con GH y alimentados con la dieta del 14% de proteina
presentaron una disminucion en el peso del higado del 26% frente a los controles

adultos (adultos 14% GH 2,148+0,102 y viejos 14% GH 1,582+0,089).

Los ratones adultos salinos alimentados con la dieta del 14% presentaron una
disminucién del 39% en el peso del corazén frente a los pesos de los viejos (adultos

14% salinos 0,323+0,015 y viejos 14% salinos 0,198+0,011).

El corazén de los ratones adultos alimentados con la dieta del 20%, tratados y no
tratados con GH, presentaron unas disminuciones del 25% (adultos 14% GH
0,292+0,022 y adultos 20% GH 0,220+0,010) y del 45% (adultos 14% salinos

0,323+0,015 y adultos 20% salinos 0,178+0,005), respectivamente.

Comparacién con controles de dieta

La administracion de las dietas experimentales conteniendo lactoalbimina presenté
diferente comportamiento en los diferentes drganos en estudio. Asi, se pudo
comprobar como los ratones controles adultos presentaron pesos inferiores de
higado frente a adultos 14% tratados con GH (ANOVA de una via, Grafico 2a). En el
caso del corazon los ratones controles adultos presentaron pesos menores a los de
los adultos alimentados con el 14% tanto tratados con GH como salinos, y los valores
del peso del corazon de los controles viejos fueron significativamente inferiores a
los de los ratones viejos tratados con GH de ambas dietas con lactoalbumina (ANOVA
de una via, Grafico 2b). Por otra parte, para los valores del peso del colon, el
resultado fue bastante diferente ya que mientras que en los adultos no hubo

diferencias significativas con el grupo control de dieta comercial, el grupo control de
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ratones viejos presentd un peso significativamente superior a los correspondientes
grupos de ratones viejos de las dietas experimentales, consecuentemente también
se pudo comprobar mayor peso de colon en los animales viejos control frente a los

controles adultos (ANOVA de una via, Grafico 2c).

Relaciones lineales entre CORAZON, HIGADO Y COLON con el PESO FINAL

Se encontraron relaciones lineales significativas entre los diferentes 6rganos y el
peso final del ratén. Asi, entre peso final con el peso del corazon (R=0,454 y
P=0,003), pero no se mantuvo una relaciéon general con el peso del colon (Grafico
16). También se estableci6 una relacidén lineal significativa entre peso final y peso
del higado (R=0,805 y P<0,001) (Grafico 17). Se pudo observar en los graficos el
solapamiento de los diferentes grupos experimentales, si pero mayores valores de
peso final y de higado para algunos animales tratados con GH. Eso mismo se podria
decir cuando se segment6 el andlisis por edades siendo en este caso los valores

superiores para los adultos (Grafico 17).

En los ratones adultos si se observé una relacion entre peso final con peso del higado
(R=0,820y P<0,001) y también con el peso del colon (R=0,673 y P=0,001). A su vez,
tanto el peso del corazén (R=0,481 y P=0,032) y peso del higado (R=0,663 y
P=0,001) se observd que estan relacionados significativamente con el peso del
colon. Por otra parte, apareci6 una correlacion significativa entre peso del colon y
los valores de glucemia en ratones viejos (R=0,633 y P=0,002) y en ratones salinos

(R=0,486 y P=0,035) (datos no mostrados graficamente).
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5.1.6 COLESTEROL, TG, HDL, GLUCEMIA, INDICE ATEROGENICO, IGF-1Y
LEPTINA

Edad

Los ratones viejos presentaron disminuciones significativas del 37% en los valores
de los triglicéridos (TG) (adultos: 1,878+0,147; viejos: 1,180+0,044) y del 12% en
los valores de la lipoproteina HDL-colesterol (HDL) (adultos: 1,252+0,056; viejos:
1,098+0,028) (Tabla 7). Por el contrario, estos ratones viejos mostraron un aumento
significativo de los niveles plasmaticos de leptina del 92% (Tabla 8) (adultos:
2,287+0,319; viejos: 4,404+0,712) (Tabla 7). En paralelo con la vejez también
aumenté el indice aterogénico (IA) un 15% de forma significativa (adultos:
4,260£0,165; viejos: 4,901+0,147) (Tabla 7). El efecto de la EDAD se correspondi6
en la aparicion de significaciones altas en los analisis de la varianza
correspondientes para las variables de TG, HDL e IA asi como para leptina, pero no
para colesterol total, ni para la glucemia, ni tampoco para los valores de IGF-1

(Tablas 16 y 17 ANOVA).

En los ratones viejos tratados con GH y alimentados con la dieta del 20% se
obtuvieron mayores descensos que los encontrados globalmente en los niveles de
TG y de HDL. En estos ultimos las disminuciones frente a los controles fueron,
respectivamente, del 57% (adultos: 20% GH 2,88+0,11; viejos: 20% GH 1,24+0,10)

y del 30% (adultos: 20% GH 1,59+0,07; viejos: 20% GH 1,12+0,05).
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Tratamiento

El tratamiento con GH indujo en los ratones experimentales (Tabla 7) aumentos
significativos de los niveles plasmaticos del colesterol total en un 13% (salinos:
5,032+0,217; GH: 5,683+0,180), de los triglicéridos con un aumento que fue del 37%
(salinos: 1,268+0,058; GH: 1,739+0,151), y también de las lipoproteinas HDL en un
14% (salinos: 1,090+0,029; GH: 1,245+0,052). Se constato la influencia del efecto
del tratamiento hormonal en los respectivos andlisis de la varianza ya que en todos
los casos el factor TRATAMIENTO fue muy significativo (Tabla 16 ANOVA); por el

contrario, el indice aterogénico pareci6 no verse afectado por dicho factor.

Dieta

Por su parte, la dieta con el contenido del 20% en proteina llevo al incremento de
los valores de los triglicéridos en un 20% (dieta 14% 1,376+0,076, dieta 20%
1,659+0,161), de las HDL en un 12% (dieta 14% 1,104+0,031, dieta 20%
1,238+0,054) (Tabla 7), y de la leptina en un 98% (dieta 14% 2,279+0,306 y dieta
20% 4,512+0,737) (Tabla 8). El analisis de la varianza lo reflej6 y aparecieron en
estas variables el factor DIETA como muy significativo; sin embargo, no lo fue para
el colesterol total ni para el indice aterogénico, como tampoco para la glucemia, ni

para los niveles de IGF-1 (Tablas 16 y 17 ANOVA).

Los ratones viejos salinos y alimentados con la dieta del 20% de proteina,
presentaron unos valores superiores (30%) de la concentracién de IGF-1 (viejos

149% salinos 838,16+32,94 y viejos 20% salinos 1092,47+14,20).
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Los animales adultos salinos alimentados con el 20% de proteina presentaron una
disminucion del 80% en los valores de la concentracidn de leptina respecto a los
ratones controles alimentados con el 14% de proteina (adultos 14% salinos
4,36%0,34 y adultos 20% salinos 0,85+0,04) (Tabla 8). Por otra parte, tanto los
ratones viejos tratados con GH como los salinos alimentados con la dieta del 20%,
presentaron en comparacion con los que se alimentaron con la dieta del 14% de
proteina, respectivamente unos incrementos del 305% (viejos 14% salinos
1,68+0,20 y viejos 20% salinos 6,80+0,20) y del 845% (viejos 14% GH 0,87+0,07 y
viejos 20% GH 8,22+0,41) (Tabla 8). Este comportamiento se reflejé en la aparicion

de la correspondiente interaccion significativa EDADxDIETA (Tabla 17 ANOVA).

Diferencias entre grupos e Interacciones entre los factores

Se observo la existencia de una interaccién con la realizacion del analisis de la
varianza EDADXTRATAMIENTO (Tabla 16 ANOVA) dado el aumento (49%) de los
valores de colesterol dentro del grupo de ratones viejos salinos alimentados con la
dieta del 20% de proteina frente a los adultos (adultos: 20% salinos 3,96+0,24,
viejos 20% salinos 5,91+0,23); mientras que, por el contrario, en los animales
tratados con GH lo que se obtuvo fue precisamente una disminuciéon del 22%

(adultos 20% GH 6,81+0,26 y viejos 20% GH 5,28+0,21).

En el caso de los ratones viejos, tanto salinos como tratados con GH, alimentados
con la dieta del 14% de proteina, los niveles de leptina disminuyeron un 61% y un
65%, respectivamente (adultos: 14% salinos 4,36+0,34, viejos 14% salinos
1,68+0,20; adultos 14% GH 2,49+0,16, viejos 14% GH 0,87+0,07). Por el contrario,

cuando los animales consumieron la dieta del 20% se produjo una inversion de la
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tendencia y los valores de las concentraciones de leptina se incrementaron con la
edad en los ratones salinos y tratados con GH, en un 700% y un 467%,
respectivamente (adultos 20% salinos 0,85+0,04 y viejos 20% salinos 6,80+0,20;

adultos 20% GH 1,45+0,11 y viejos 20% GH 8,22+0,41).

Los ratones adultos tratados con GH y alimentados con la dieta del 20% de proteina,
en comparacion con los alimentados con la dieta del 14% de proteina, presentaron
mayores valores de los niveles de triglicéridos (56%: adultos 14% GH 1,84+0,08 y
adultos 20% GH 2,88+0,11) y de lipoproteinas HDL (25%: adulto 14% GH 1,27+0,06

y adulto 20% GH 1,59+0,07) (Tabla 7).

El tratamiento con GH indujo en los animales experimentales adultos un incremento
de los niveles de colesterol, que fue de un 25% en los alimentados con la dieta del
14% y del 72% en los fueron alimentados con la dieta del 20% de proteina (adultos
14% salinos 4,71+0,28 y adultos 14% GH 5,87+0,24; adultos 20% salinos 3,96+0,24
y adultos 20% GH 6,81+0,26) (Tabla 7). En paralelo, en los niveles de triglicéridos,
se obtuvo una respuesta similar con un aumento del 34% en los ratones alimentados
con la dieta del 14% de proteina (adultos 14% salinos 1,37+0,09 y adultos 14% GH
1,84+0,08) y un aumento del 103% en los que consumieron la dieta del 20% de
proteina (adultos 20% salinos 1,42+0,12 y adultos 20% GH 2,88 +0,11) (Tabla 7).
Las interacciones TRATAMIENTOxDIETA quedaron sefialadas en el analisis de la

varianza con alta significacion (Tabla 16 ANOVA).

El tratamiento con GH llevé a los ratones adultos alimentados con la dieta del 20%
de proteina a un aumento (47%) significativo en los valores de HDL (adultos 20%

salinos 1,08+0,07 y adultos 20% GH 1,59+0,07) (Tabla 7).
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El tratamiento con GH indujo una disminucioén (43%) de los niveles de leptina en los
ratones adultos alimentados con la dieta del 14% de proteina frente a sus controles
salinos (adultos 14% salinos 4,36+0,34 y adultos 14% GH 2,49+0,16) (Tabla 8). Por
el contrario, ese tratamiento con GH, en los ratones viejos alimentados con la dieta
del 20% les llevé a que incrementaran en un 21% sus niveles de leptina frente a sus
controles salinos (viejos 20% salinos 6,80+0,20 y viejos 20% GH 8,22+0,41) (Tabla

8).

Comparacién con controles de dieta

La administraciéon de las dietas experimentales conteniendo lactoalbumina supuso
un incremento significativo de la concentraciéon del colesterol total y del indice
aterogénico de los grupos experimentales frente a los controles alimentados con la
dieta comercial, tanto adultos como viejos (ANOVA de una via, Graficos 4a y 4d). Se
pudo comprobar que los triglicéridos de los adultos mostraron valores superiores a
los controles alimentados con la dieta comercial, con una tendencia similar a la
expuesta para el colesterol pero en este caso solo para los adultos, asi como una
diferencia entre los grupos control adulto y viejo (ANOVA de una via, Grafico 4b).
Por lo que respecta al HDL-colesterol los valores de los controles fueron similares a
los diferentes grupos de ratones alimentados con lactoalbiimina, solamente los
grupos adultos 20% GH, viejos 14% salinos y viejos 14% GH fueron respectivamente

mayor y menores a los grupos controles (ANOVA de una via, Grafico 4c).

Por otra parte en relacién a los niveles de glucemia, aunque los valores tuvieron una
tendencia a ser ligeramente inferiores en los grupos de control alimentados con las

dietas comerciales no fueron significativamente diferentes (ANOVA de una via,
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Grafico 5a). En relacidn a la leptina se obtuvieron resultados muy diferentes en los
grupos control alimentados con la dieta comercial y también muy diferentes a los
grupos de las dietas experimentales sin que pareciera existir un patrén que
explicara esas diferencias (ANOVA de una via, Grafico 5b). No llegaron a ser muy
diferentes globalmente las concentraciones de IGF-1 entre los grupos alimentados
con lactoalbumina y los controles alimentados con dieta comercial, solamente se
constato la diferencia significativa del grupo adultos 14% GH, y por otra parte de los
grupos de viejos alimentados con el 20% tratados con GH y salinos (ANOVA de una

via, Grafico 5c).

5.1.7 LIPOPEROXIDACION HEPATICA (LPO) y MUERTE CELULAR HEPATICA

Edad

Los ratones experimentales viejos presentaron unos niveles incrementados de
lipoperoxidacion hepatica (LPO) (14%) (adultos: 307,7%9,7, viejos: 349,8+19,8), asi
como de la muerte celular de los hepatocitos (81%) (adultos: 5,08+0,76; viejos:
9,19+0,77) (Tabla 9). El marcado efecto de la EDAD se pudo comprobar en el analisis
de la varianza en estas variables con alta significacién para este factor (Tabla 18

ANOVA).

Tratamiento

Por el contrario, el tratamiento con GH llevé a una disminuciéon de la LPO del 26%

(salinos 379,51+15,35 y GH 281,38+8,59) (Tabla 9). Sin embargo, el tratamiento con
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la hormona GH incremento significativamente el indice de muerte celular un 106%
(salinos 4,65+0,65 y GH 9,59+0,73) (Tabla 9). También el TRATAMIENTO fue un
factor de alta significacion en el analisis de la varianza y como tal se manifesto en el

mismo para estas variables (Tabla 18 ANOVA).

Edad

Los ratones viejos salinos alimentados con la dieta del 14% de proteina mostraron
un aumento de la LPO del 35% (adultos 14% salinos 346,32+13,38 y viejos 14%
salinos 467,61+24,30); asi como de la muerte celular del 247% (adultos 14% salinos

239,52+40,77 y viejos 14% salinos 820,32+166,18) (Tabla 9).

Tratamiento

En el grupo de ratones viejos tratados con GH y alimentados con la dieta del 20% de
proteina se incrementaron la muerte celular en un 114% (adultos 20% GH

616,32+103,76 y viejos 20% GH 1317,3661,51) (Tabla 9).

En el grupo de adultos tratados con GH alimentados con el 14% se observo un
aumento de un aumento de la muerte celular del 257% (adultos 14% salinos

2,47+0,48 y adultos 14% GH 8,81+1,70) (Tabla 9).

Las disminuciones en los valores de LPO en los ratones viejos tratados con GH y
alimentados con la dieta del 14% de proteina fue del 40% (viejos 14% salinos

467,61+24,30 y viejos 14% GH 278,20+14,64) (Tabla 9).

En el grupo de ratones viejos tratados con GH y alimentados con la dieta del 20% de

proteina se produjo una disminuciéon de la LPO del 26% (viejos 20% salinos
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384,61+20,27 y viejos 20% GH 282,98+22,73). El aumento de la muerte celular fue

del 139% (viejos 20% salinos 5,27+0,35 y viejos 20% GH 12,58+0,46) (Tabla 9).

5.1.8 ACTIVIDAD PARAOXONASA (PON1) y RAZON PON1:HDL

Edad

Con la edad avanzada de los ratones se produjo un aumento considerable de los
valores de PON1 y de la razén PON1:HDL (Tabla 8), de forma que los ratones viejos
que fueron alimentados con las dietas experimentales que contenian lactoalbiimina,
presentaron un incremento en el valor medio del 86% sobre los adultos (adultos
35,178+4,798 y viejos 65,392+3,532) y del 126% en la razén PON1:HDL (adultos
26,62+2,79 y viejos 60,92+3,97) (Tabla 8). En el analisis de la varianza el factor

EDAD aparecié muy significativo en ambas variables (Tabla 17 ANOVA).

Tratamiento

Los ratones tratados con GH presentaron un incremento del 56% en el valor de
PON1 (salinos 39,454+6,252 y GH 61,504+2,989), y un incremento del 38% en el
valor de la razé6n PON1:HDL (salinos 37,17+6,37 y GH 51,33+3,31) (Tabla 8). El
porcentaje de aumento para PON1 en el caso de los ratones viejos tratados con GH
y sometidos a la dieta del 14%, fue de un 63% (adultos 14% GH 39,60+2,01 y viejos
14% GH 64,61+2,52) (Tabla 8). En el analisis de la varianza también el factor

TRATAMIENTO apareci6é muy significativo en ambas variables (Tabla 17 ANOVA).
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Diferencias entre grupos e Interacciones entre los factores

En el grupo de los ratones viejos salinos y alimentados con la dieta del 14% de
proteina, mostraron un aumento de PON1 de un 374% (adultos 14% salinos
17,52+1,03 y viejos 14% salinos 83,00+2,74). Por el contrario, los ratones viejos
salinos alimentados con la dieta del 20% presentaron un incremento del 144%
(adultos 20% salinos 16,65+1,37 y viejos 20% salinos 40,65+2,78) respecto a los
ratones adultos. Es decir, que se encontré una interaccidn significativa DIETAXEDAD

como quedo6 de manifiesto también en el analisis de la varianza (Tabla 17 ANOVA).

El porcentaje de aumento en el caso de los ratones viejos tratados con GH y
sometidos a la dieta del 14% de proteina, fue de un 63% frente a los adultos (adultos

14% GH 39,60+2,01 y viejos 14% GH 64,61+2,52).

En el caso de los ratones adultos el tratamiento con GH indujo un incremento de los
valores de PON1 sobre los animales salinos del 126% cuando la dieta administrada
fue la del 14% de proteina (adultos 14% salinos 17,52+1,03 y adultos 14% GH
39,60+2,01) y del 302% cuando la dieta ingerida por los animales fue la del 20% de
proteina (adultos 20% salinos 16,65+1,37 y adultos 20% GH 66,94+3,10) (Tabla 8).
Es decir, que en los ratones adultos, el consumo de una dieta con un mayor
porcentaje de proteina en la dieta llevo a un mayor incremento del efecto del
tratamiento hormonal con GH sobre el nivel de PON1 expresado. Por otra parte,
mediante el tratamiento con GH en los ratones viejos llevé a una respuesta
diferencial en el valor de PON1 dependiendo de la dieta suministrada. Asi los
alimentados con el 20% mostraron un aumento del 77% (viejos 20% salinos

40,65+2,78 y viejos 20% GH 72,12+3,58); mientras que si la dieta recibida fue la del
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14% ello condujo a los ratones a una disminucion del 22% en el valor medio de
PON1 (viejos 14% salinos 83,00+2,74 y viejos 14% GH 64,61+2,52). Lo que indic6
la existencia de una interaccion significativa EDADXTRATAMIENTOxDIETA tal como

se hall6 por el andlisis de la varianza (Tabla 17 ANOVA).

Comparacién con controles de dieta

La administracion de las dietas experimentales conteniendo lactoalbimina supuso
diferencias significativas en los valores de la actividad de PON1 y de la razén
PON1:HDL frente a los grupos alimentados con las dietas comerciales, tanto en los
grupos de adultos (valores menores en los salinos y mayores en los tratados con GH)
como en los viejos (valores mayores), inicamente resultd no significativo el grupo
adultos 14% GH en el caso de la razén PON1:HDL (ANOVA de una via, Graficos 7a 'y

7b).

Relaciones lineales entre COLESTEROL, TG, HDL, PON1, LEPTINA, MUERTE CELULAR,

LPO, INDICE ATEROGENICO CON PESO FINAL

Considerados en conjunto los ratones de todos los grupos experimentales, se
encontr6 una relaciéon significativa positiva entre HDL y el peso final (R=0,382 y
P=0,012) (Grafico 18); mientras que la relacion entre LPO y peso final fue negativa

(R=-0,474 y P=0,002) (Grafico 19).

Por otra parte, los niveles plasmaticos de colesterol fueron relacionados con las
concentraciones plasmaticas de TG y HDL (R=0,491 y P=0,001; R=0,591 y P<0,001,
respectivamente), asi como con el IA (R=0,435 y P=0,004). A su vez los niveles de

TG se relacionaron con los de HDL (R=0,690 y P<0,001). Ademas, se encontro
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también una correlacion significativa entre IA y muerte celular hepatica (R=0,414 y

P=0,007).

Se encontraron relaciones significativas entre muerte celular con PON1 (Grafica 20),
de la LPO con el peso vacio de los animales (R=-0,361 y P=0,021) (Grafico 21), con
el peso final (P=-0,474 y P=0,002), con la ganancia de peso (R=-0,644 y P<0,001), y

con la eficacia alimentaria (R=-0,523 y P<0,001).

142



RESULTADOS.

5.2 TABLAS

143



144



Resultados. Tablas

Tabla 1. Ingesta diaria, ingesta total e ingesta proteica total en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos)
y tratados con rhGH, y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

Ingesta diaria (g/d) Ingesta total (g) Ingesta proteica total (g)
Adulto 14% s 4,02 + 0,14 120,62 + 4,34" 16,89 + 0,61*
Adulto 20% s 4,03 + 0,24 120,83 + 7,19 24,17 + 1,44*
Adulto 14% GH 4,80 + 0,11"% 144,09 + 3,42"% 20,17 + 0,48"%
Adulto 20% GH 4,24 + 0,13 127,09 + 3,84 2542 + 0,77*
Viejo 14% s 3,72 + 0,14 111,50 = 4,16 15,61 + 0,58*
Viejo 20% s 3,80 + 0,15 113,98 + 4,47 22,80 + 0,89*
Viejo 14% GH 3,64 + 0,11% 109,30 + 3,31% 15,30 + 0,46%¢
Viejo 20% GH 3,83+ 0,14 114,80 + 4,07 22,96 + 0,81*

(n= 6, media * error estandar de la media).

Superindices: + indica diferencias significativas debidas a la dieta
*indica diferencias significativas debidas al tratamiento
& indica diferencias significativas debidas a la edad
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Resultados. Tablas

Tabla 2. Peso inicial, peso final, ganancia de peso, eficacia alimentaria en ratones BALB/c, adultos y viejos, no

tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de

lactoalbumina.

Peso inicial (g)

Peso final (g)

Ganancia de peso (g/d)

Eficacia alimentaria (g/g)

Adulto 14% s
Adulto 20% s
Adulto 14% GH
Adulto 20% GH
Viejo 14% s
Viejo 20% s
Viejo 14% GH

Viejo 20% GH

27,57

29,28

32,53

30,32

28,41

29,76

28,80

28,21

+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

1,34

0,78

0,70

1,33

1,71

1,51

1,13

1,25

31,05+

29,10+

36,34+

33,83+

28,07+

30,95+

33,01+

32,75+

0,76

0,74

0,51

1,82

1,47

1,77

0,91

0,82

3,48+ 0,69%%
-0,18 + 0,14*

4,01

I+

0,42

*

3,51

I+

0,53

-0,35 + 0,54

*

1,19+ 0,50
421 + 041
454 + 0,39

0,87

-0,05 £

0,78

0,84

-0,09 +

0,29

1,16

1,23

*

+

I+

+

I+

I+

0,28

0,04

0,21

0,14

0,15

0,40

0,11

0,31

(n=6, media * error estandar de la media).

+ indica diferencias significativas debidas a la dieta
*indica diferencias significativas debidas al tratamiento
& indica diferencias significativas debidas a la edad

Superindices:
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Resultados. Tablas

Tabla 3. Grasa corporal residual, grasa corporal, grasa abdominal, grasa gonadal y suma de depdsitos grasos en
ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas de 14% vy 20% de lactoalbumina.

Grasa corporal Grasa corporal Grasa Grasa gonadal Suma depdsitos
residual (g) (%) abdominal (g) (g) grasos (g)

Adulto 14% s 3,88 + 0,29 16,21 + 1,02 0,122 + 0,015 0,273 + 0,032 0,39 +0,03%
Adulto 20% s 2,84 + 0,16 12,47 £ 0,96 0,047 + 0,012% 0,158 + 0,017% 0,51 * 0,03%
Adulto 14% GH 3,25 + 0,19 11,57 + 0,40 0,042 * 0,012 0,266 * 0,010 0,31 +0,01%
Adulto 20% GH 3,08 + 0,27 11,96 + 0,64 0,049 * 0,010% 0,162 * 0,007% 0,42 + 0,02%
Viejo 14% s 3,18 + 0,34 13,39 + 1,08 0,157 + 0,018* 0,407 £ 0,021 1,02 + 0,09
Viejo 20% s 3,91 +0,31 1556 + 0,75 0,535 + 0,020”"% 0,665 + 0,038"% 1,81 + 0,09
Viejo 14% GH 3,55 + 0,34 13,31 + 1,07 0,088 + 0,008* 0,299 * 0,023 0,75 + 0,03%
Viejo 20% GH 3,45 = 0,24 12,99 + 0,68 0,211 + 0,014**¢ 0,345 + 0,016 0,85 * 0,02"%

(n= 6, media * error estandar de la media).
Superindices: + indica diferencias significativas debidas a la dieta
*indica diferencias significativas debidas al tratamiento
& indica diferencias significativas debidas a la edad
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Resultados. Tablas

Tabla 4. Pesos de soleo, biceps, cuadriceps, gastrocnemio y suma de pesos musculares en ratones BALB/c, adultos

y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y

20% de lactoalbumina.

Suma de pesos

Soleo (g) Biceps (g) Cuadriceps (g) Gastrocnemio (g) musculares (g)
Adulto14%s (062 + 0,003 0,248+ 0,021 0,310+ 0,023 0,084+ 0,004 0,704 £ 0,031
Adulto20%s 062 + 0,006 0,243+ 0,016 0,331+ 0,037 0,081+ 0,004 0,716 + 0,053
Adulto 14%GH g 555+ 0,005 0,282+ 0,017 0,359+ 0,005 0,096+ 0,006 0,792 + 0,020
Adulto 20%GH ¢ 950+ 0,004 0,256+ 0,023 0,387+ 0,028 0,099+ 0,004 0,792 + 0,034
Viejo 14% s 0,060+ 0,007 0,317+ 0,041 0,333t 0,027 0,076+ 0,005 0,785 £ 0,072
Viejo 20% s 0,060+ 0,005 0,355+ 0,033 0,316+ 0,012 0,087+ 0,005 0,818 + 0,041
Viejo14%GH 063+ 0,006 0,332+ 0,015 0,322+ 0,016 0,093+ 0,008 0,810 + 0,033
Viejo20%GH ¢ 051+ 0,003 0,300+ 0,029 0,399+ 0,018 0,093+ 0,012 0,843 + 0,037

(n= 6, media * error estandar de la media).
Superindices: + indica diferencias significativas debidas a la dieta

*indica diferencias significativas debidas al tratamiento

& indica diferencias significativas debidas a la edad
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Resultados. Tablas

Tabla 5. Peso corporal vacio, proteina corporal absoluta, proteina corporal porcentual y relacién proteina/grasa

corporal en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con

concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbumina.

Peso corporal vacio

Proteina corporal

Proteina corporal

Proteina/grasa corporal (g/g)

(g8) absoluta (g) porcentual (%)
Adulto 14% s 23,863 + 0,481" 421 + 0,10 17,64+ 0,35 1,11 + 0,09
Adulto 20% s 22,930 + 0,499 4,26 + 0,20 18,54+ 0,50% 1,53+ 0,14
Adulto 14% GH 28,017 + 0,668 526 + 0,10 18,77+ 0,08 1,63 £+ 0,06
Adulto 20% GH 25,625 = 1,279 4,73 + 0,26 18,43+ 0,10 1,56 £+ 0,08
Viejo 14% s 23,560 = 1,200 4,05 + 0,14 17,26+ 0,31 1,33+ 0,14
Viejo 20% s 24,029 + 1,291 3,99 + 0,20 16,00+ 0,57% 1,05 + 0,09
Viejo 14% GH 26,515 = 0,506 4,63 + 0,06 17,48+ 0,32 1,37 + 0,13
Viejo 20% GH 26,474 + 0,783 4,63 = 0,12 17,49+ 0,18 1,37 + 0,08

(n= 6, media * error estandar de la media).

Superindices:

+ indica diferencias significativas debidas a la dieta
*indica diferencias significativas debidas al tratamiento
& indica diferencias significativas debidas a la edad
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Resultados. Tablas

Tabla 6. Pesos de higado, corazén y colon en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con

rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbumina.

Higado (g) Corazon (g) Colon (g)
Adulto 14% s 1,328 + 0,042 0,323 + 0,015*% 0,201 + 0,022
Adulto 20% s 1,444 * 0,102 0,178 + 0,005* 0,164 =+ 0,002
Adulto 14% GH 2,148 + 0,102"% 0,292 + 0,022* 0,252 + 0,020
Adulto 20% GH 1,803 + 0,252 0,220 + 0,010* 0,225 + 0,018
Viejo 14% s 1,349 + 0,119 0,198 + 0,011* 0,303 + 0,036
Viejo 20% s 1,495 + 0,125 0,188 + 0,012° 0,245 + 0,024
Viejo 14% GH 1,582 + 0,089% 0,245 + 0,021 0,214 + 0,016
Viejo 20% GH 1,523 £ 0,050 0,265 + 0,021° 0,245 + 0,021

(n= 6, media * error estandar de la media).
Superindices: + indica diferencias significativas debidas a la dieta

*indica diferencias significativas debidas al tratamiento
& indica diferencias significativas debidas a la edad
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Resultados. Tablas

Tabla 7. Valores de colesterol total, triglicéridos, HDL colesterol e indice aterogénico en ratones BALB/c, adultos y
viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20%
de lactoalbumina.

Colesterol total

(mM/L) Triglicéridos (mM/L) HDL (mM/L) indice aterogénico
Adulto 14% s 4,71 + 0,28 1,37 + 0,09 1,06 + 0,03 434 + 0,11
Adulto 20% s 3,96 + 0,24°¢ 1,42 + 0,127 1,08 + 0,07 3,71 + 0,30
Adulto 14% GH 5,87 + 0,24 1,84 + 0,087& 1,27 £+ 0,06* 466 + 0,42
Adulto 20% GH 6,81 + 0,26°% 2,88 + 0,11*"% 1,59 + 0,077"% 4,33 + 0,35
Viejo 14% s 5,68 + 0,22 1,07 + 0,13 1,03 + 0,05 529 + 0,19
Viejo 20% s 591 + 0,23% 1,18 + 0,09 1,19 + 0,07 484 + 0,26
Viejo 14% GH 499 + 0,16 1,20 + 0,05% 1,06 + 0,05 4,77 + 0,41
Viejo 20% GH 528 + 0,21% 1,24 + 0,10% 1,12 + 0,05% 4,76 + 0,26

(n= 6, media * error estandar de la media).
Superindices: + indica diferencias significativas debidas a la dieta
*indica diferencias significativas debidas al tratamiento
& indica diferencias significativas debidas a la edad
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Resultados. Tablas

Tabla 8. Valores de concentraciones hematicas de glucosa, leptina, IGF-I, PON1 y PON1: HDL en ratones BALB/c,

adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de

14% vy 20% de lactoalbimina.

Glucosa (mg/dL)  Leptina (ng/mL) IGF-I (ng/mL) PON1 (U/L) PON1:HDL
Adulto 14% s 72 + 11 436 + 0,34"% 916,89+ 44,84 17.52 + 1.03® 1668 + 1,51°%
Adulto 20% s 67 + 12 0,85 + 0,04*%* 91854+ 4532 16.65 + 137°% 1572+ 1,68
Adulto 14% GH 82 = 9 2,49 £ 0,16"*  1062,09+ 62,00 39.60 + 2.01*"% 31,57 + 2,83*&
Adulto 20% GH 66 + 13 1,45 + 0,11% 930,38 + 61,91 6694 + 3.10"% 42,51 + 3,41"%
Viejo 14% s 80 + 12 1,68 + 0,20** 838,16 + 32,94* 83.00 + 2.74"% 8157 + 537"%
Viejo 20% s 73 + 7 6,80 + 0,20""% 1092,47+ 14,20* 40.65 + 2.78"% 34,71 + 3,22*&
Viejo14%GH 65 = 9 0,87 + 0,07*% 90555+ 48,14 6461 + 252% 61,59 + 3,38
Viejo20%GH 81 + 6 822 + 0,41"% 1009,78+ 42,44 7212 + 3.58"'% 6488 + 2,92

(n=6, media t error estandar de la media).
Superindices: + indica diferencias significativas debidas a la dieta

*indica diferencias significativas debidas al tratamiento

& indica diferencias significativas debidas a la edad
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Resultados. Tablas

Tabla 9. Valores de lipoperoxidacién y muerte celular hepatica en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados y

tratados, sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbumina.

LPO Muerte celular

(nmol/mg prot) (U/mg prot)
Adulto 14% s 346,32+ 13,38% 2,47 + 0,48"%
Adulto 20% s 319,48+ 13,21 2,87+ 0,14
Adulto 14% GH 277,37+ 18,72 881+ 1,70
Adulto 20% GH 287,63+ 18,59 6,17 + 1,04%
Viejo 14% s 467,61+ 24,30°% 7,99+  1,65%
Viejo 20% s 384,61+ 20,27" 527+ 0,35
Viejo 14% GH 278,20+  14,64" 10,63t 0,94
Viejo 20% GH 282,98+  22,73° 12,58+ 0,46

(n=6, media * error estandar de la media).

Superindices: + indica diferencias significativas debidas a la dieta
*indica diferencias significativas debidas al tratamiento
& indica diferencias significativas debidas a la edad
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Resultados. Tablas

Tabla 10. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi como de sus
interacciones sobre la Ingesta diaria (g), ingesta total (g) e ingesta proteica (g) en ratones BALB/c adultos y viejos,
no tratados (salinos) y tratados con rhGH, y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de
lactoalbumina

Ingesta diaria Ingesta total (g) Ingesta proteica (g)
EDAD (E) 0,000 0,000 0,000
TRATAMIENTO (T) | 0,031 0,031 NS
DIETA (D) NS NS 0,000
ExT 0,019 0,019 0,047
ExD NS NS NS
TxD NS NS NS
ExTxD NS NS NS

NS (No Significativo, p> 0,05)
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Resultados. Tablas

Tabla 11. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi como de sus
interacciones sobre peso final, ganancia de peso y eficacia alimentaria en ratones BALB/c adultos y viejos, no
tratados (salinos) y tratados con rhGh y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de

lactoalbumina.

Peso final Ganancia de peso Eficacia alimentaria
EDAD (E) NS NS NS
TRATAMIENTO (T) | 0,000 0,000 0,000
DIETA (D) NS NS NS
ExT NS 0,009 0,045
ExD 0,041 0,000 0,043
TxD NS NS NS
ExTxD NS 0,002 0,048

NS (No Significativo, p> 0,05)
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Resultados. Tablas

Tabla 12. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi como de sus
interacciones sobre composicion grasa y depdsitos grasos corporales en ratones BALB/c adultos y viejos, no
tratados y tratados, sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina. En la
columna denominada post hoc situada a la derecha de una variable dada, se incluye el analisis de la comparacién
multiple (Bonferroni) entre los diferentes grupos de ratones del factor analizado (EDAD, TRATAMIENTO o DIETA).

Grasa corporal Post hoc Grasa Post hoc
residual

EDAD (E) 0,012 AzCA 0,000 AzCA

TRATAMIENTO | NS control#GH 0,003 s#GH;

(T) controlzs control#s

DIETA (D) NS 0#14; 0#20 NS 0214

ExT NS NS

ExD 0,018 0,042

TxD NS NS

ExTxD 0,028 0,011

Grasa Post hoc Grasa Post hoc Suma de Post hoc
abdominal gonadal depdsitos
grasos
EDAD (E) 0,000 AzV 0,000 AzV; VzCV 0,000 AzV;
CV#CA

TRATAMIENTO | 0,000 s#GH,; 0,000 s#GH; control#s | 0,000 s#GH
(T) GH#control
DIETA (D) 0,000 0#14; 14#20 | NS 0#20 0,000 1420
ExT 0,000 0,000 0,000
ExD 0,000 0,000 0,003
TxD 0,002 0,027 0,002
ExTxD 0,000 0,016 0,002

NS (No Significativo, p> 0,05)

Post hoc:

Ratones alimentados con dietas con lactoalbumina frente

A:adulto, V:viejo, s: control salino, GH: tratados con rhGH, 14: alimentados con 14%, 20: alimentados con 20%

Ratones alimentados con dieta control comercial

DIETA=0

TRATAMIENTO=control

EDAD: CA: adulto control, CV: Viejo control
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Resultados. Tablas

Tabla 13. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi como de sus
interacciones sobre los pesos de los musculos en ratones BALB/c adultos y viejos, no tratados y tratados,
sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20%.

Soleo | Post hoc Biceps Post hoc
EDAD (E) 0,049 | A%CA 0,000 A# V; V£CV
TRATAMIENTO (T) | NS s#control; NS s#control;
GH#control GH#control

DIETA (D) NS 0#14; 0220 NS 0+#14; 0£20

ExT NS NS

ExD NS NS

TxD NS NS

ExTxD NS NS

Cuadriceps | Post | Gastrocnemio | Post hoc Sumade | Post
hoc Musculos | hoc
EDAD (E) 0,021 0,004 A#CA; VzCV 0,000 Vz CV,
V2CV;
CAzCV

TRATAMIENTO (T) | 0,014 s#GH | 0,000 s#GH=#control NS
DIETA (D) NS NS 0+#14; 0220 NS
ExT NS NS NS
ExD NS NS NS
TxD NS NS NS
ExTxD NS NS NS

NS (No Significativo, p> 0,05)

Post hoc:

Ratones alimentados con dietas con lactoalbumina frente

A:adulto, V:viejo, s: control salino, GH: tratados con rhGH, 14: alimentados con 14%, 20: alimentados con 20%

Ratones alimentados con dieta control comercial

DIETA=0

TRATAMIENTO=control

EDAD: CA: adulto control, CV: Viejo control
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Resultados. Tablas

Tabla 14. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi como de sus

interacciones sobre el peso corporal vacio, proteina (g), proteina (%) y razén proteina/grasa en ratones BALB/c
adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas

Peso Post hoc Proteina | Post hoc | Proteina | Post | Proteina/grasa | Post hoc
corporal (g) (%) hoc
vacio
EDAD (E) 0,021 V£CV 0,000 V£CV 0,000 A#V | 0,000 A#CA
TRATAMIENTO 0,000 s#GH; 0,000 s#control; | 0,005 s#GH | 0,006 s#control;
(T) GH#control GH#s GH#s
DIETA (D) NS 0+£14; 0220 | NS 0%14; NS NS 0%14;
0%£20 0%£20
ExT NS NS NS NS
ExD 0,043 NS NS NS
TxD NS NS NS NS
ExTxD NS 0,023 0,009 0,018

NS (No Significativo, p>0,05)

Post hoc:

Ratones alimentados con dietas con lactoalbumina frente

A:adulto, V:viejo, s: control salino, GH: tratados con rhGH, 14: alimentados con 14%, 20: alimentados con 20%

Ratones alimentados con dieta control comercial

DIETA=0

TRATAMIENTO=control

EDAD: CA: adulto control, CV: Viejo control
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Resultados. Tablas

Tabla 15. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi como de sus
interacciones sobre el peso del higado, corazén y colon en ratones BALB/c adultos y viejos, no tratados (salinos) y

tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

Higado | Post hoc Corazén Post hoc Colon Post hoc

EDAD (E) 0,009 V£CV 0,005 A#CA; V2CV | 0,000 Az CA; VzCV
TRATAMIENTO (T) | 0,000 s#GH; 0,001 s#GH#control | NS s#control;

GH#control GH#control
DIETA (D) NS 0+14; 0#20 | 0,000 0£14%20 NS 0214; 0220
ExT 0,003 0,007 0,014
ExD NS 0,000 NS
TxD 0,029 0,012 NS
ExTxD NS NS NS

NS (No Significativo, p> 0,05)

Post hoc:

Ratones alimentados con dietas con lactoalbumina frente

A:adulto, V:viejo, s: control salino, GH: tratados con rhGH, 14: alimentados con 14%, 20: alimentados con 20%

Ratones alimentados con dieta control comercial

DIETA=0

TRATAMIENTO=control

EDAD: CA :adulto control, CV : Viejo control
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Resultados. Tablas

Tabla 16. Andlisis de la varianza (ANOVA) Analisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y
DIETA, asi como de sus interacciones sobre el colesterol, triglicéridos, HDL e indice aterogénico en ratones BALB/c

adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de
14% vy 20% de lactoalbumina

Colesterol | Post Triglicéridos | Post hoc HDL Post indice Post hoc
total hoc hoc aterogénico
EDAD (E) NS AzCA; | 0,000 AzV;A#CA | 0,001 | AzV 0,003 Az V;
V£CV AzCA;
V£CV
TRATAMIENTO | 0,000 s#GHz | 0,000 s#GH; 0,000 | s#GH NS s#control;
(T) control controlzGH GH=#contr
ol
DIETA (D) NS 0£14; | 0,000 0£14#20 0,003 | 14220 | NS 0#£14;
14#20 14#20
ExT 0,000 0,000 0,000 NS
ExD NS 0,001 NS NS
TxD 0,008 0,001 NS NS
ExTxD 0,013 0,000 0,028 NS

NS (No Significativo, p> 0,05)

Post hoc:

Ratones alimentados con dietas con lactoalbumina frente

A:adulto, V:viejo, s: control salino, GH: tratados con rhGH, 14: alimentados con 14%, 20: alimentados con 20%

Ratones alimentados con dieta control comercial

DIETA=0

TRATAMIENTO=control

EDAD: CA :adulto control, CV: Viejo control
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Resultados. Tablas

Tabla 17. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi como de sus
interacciones sobre glucosa, leptina, IGF-1, PON1 y PON1: HDL en ratones BALB/c adultos y viejos, no tratados
(salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbumina.

Glucosa Leptina | Post hoc | IGF Post hoc
EDAD (E) NS 0,000 A=V NS A%CA;
VzCV
TRATAMIENTO (T) NS NS NS control#GH
; control#s
DIETA (D) NS 0,000 0+14#20 NS 0+#14; 0£20
ExT NS 0,004 NS
ExD NS 0,000 0,001
TxD NS 0,000 0,044
ExTxD NS NS NS
PON1 Post hoc PON1:HDL | Post hoc
EDAD (E) 0,000 AzV 0,000 AzV; VzCV
TRATAMIENTO (T) 0,000 s#GH; 0,000 s#GH
control#GH #control
DIETA (D) NS 014 0,001 2014 #0
0#20

ExT 0,000 0,002

ExD 0,000 0,000

TxD 0,000 0,000

ExTxD 0,004 0,000

NS (No Significativo, p> 0,05)

Post hoc:

Ratones alimentados con dietas con lactoalbumina frente

A: adulto, V: viejo, s: control salino, GH: tratados con rhGH, 14: alimentados con 14%, 20: alimentados con 20%

Ratones alimentados con dieta control comercial

DIETA=0

TRATAMIENTO=control

EDAD: CA: adulto control, CV: Viejo control

161



Resultados. Tablas

Tabla 18. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA, asi como de sus
interacciones sobre LPO y muerte celular en ratones BALB/c adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con
rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas de 14% y 20% de lactoalbimina.

LPO Muerte celular
EDAD (E) 0,001 0,000
TRATAMIENTO (T) 0,000 0,000
DIETA (D) NS NS
ExT 0,001 NS
ExD NS NS
TxD 0,023 NS
ExTxD NS 0,011

NS (No Significativo, p>0,05)
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RESULTADOS.

5.3 GRAFICOS

163



164



Grasa corporal residual (g)

Grasa abdominal (g)

Resultados. Grdficos

Grafico 1: comparacién de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14% y 20% de lactoalbumina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y
tratados con rhGH, de las variables: a) grasa corporal residual, b) grasa corporal porcentual, c)
grasa abdominal, d) grasa gonadal, e) suma de depdsitos grasos.

Las diferencias significativas en el grupo control se marcan encima de la columna correspondiente con los simbolos:
* diferencia con control adulto, + diferencia con control viejo, & diferencias entre grupos controles
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Grafico 2: comparacién de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14% vy 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) suma de musculos, b) peso corporal vacio, c) proteina corporal, d)
proteina corporal porcentual, e) razén proteina/grasa.

Las diferencias significativas en el grupo control se marcan encima de la columna correspondiente con los simbolos:
* diferencia con control adulto, + diferencia con control viejo, & diferencias entre grupos controles
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Grafico 3: comparacién de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14% vy 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) peso higado, b) peso corazdn, c) peso colon.

Las diferencias significativas en el grupo control se marcan encima de la columna correspondiente con los simbolos:
* diferencia con control adulto, + diferencia con control viejo, & diferencias entre grupos controles
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Grafico 4: comparacién de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14% vy 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) colesterol, b) triglicéridos, c) HDL-colesterol, d) indice aterogénico.

Las diferencias significativas en el grupo control se marcan encima de la columna correspondiente con los simbolos:
* diferencia con control adulto, + diferencia con control viejo, & diferencias entre grupos controles
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Grafico 5: comparacién de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14% vy 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) glucosa, b) leptina, c) IGF-1.

Las diferencias significativas en el grupo control se marcan encima de la columna correspondiente con los simbolos:
* diferencia con control adulto, + diferencia con control viejo, & diferencias entre grupos controles
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Grafico 6: comparacién de grupos control sometidos a dieta comercial con dietas conteniendo
14% vy 20% de lactoalbimina en ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados
con rhGH, de las variables: a) PON 1, b) PON 1: HDL.

Las diferencias significativas en el grupo control se marcan encima de la columna correspondiente con los simbolos:
* diferencia con control adulto, + diferencia con control viejo, & diferencias entre grupos controles
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Grafico 7. Relaciones lineales de la ganancia de peso y la ingesta total con peso final, en ratones
BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas del 14% y 20% de lactoalbumina.
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Gréfico 8. Relacion lineal de la eficacia alimentaria con el peso final, en ratones BALB/c, adultos
y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas del 14% y 20% de lactoalblimina.
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Gréfico 9. Relacion lineal entre glucemia e ingesta total, en ratones BALB/c, adultos y viejos, no

tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas del
14% y 20% de lactoalbumina.
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Grafico 10. Relacidn lineal entre ganancia de peso y eficacia alimentaria, en ratones BALB/c,
adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas del 14% y 20% de lactoalbumina.
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Gréfico 11. Relacién lineal entre grasa corporal residual y peso final, en ratones BALB/c, adultos
y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas del 14% y 20% de lactoalblimina.
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Gréfico 12. Relacion lineal entre grasa corporal residual y glucemia, en ratones BALB/c, adultos
y viejos, no tratados (salinos) (a) y tratados con rhGH (b) y sometidos a dietas con

concentraciones proteicas del 14% y 20% de lactoalbumina.
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Gréafico 13. Relacion lineal entre la suma de los musculos y el peso final, en ratones BALB/c,
adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas del 14% y 20% de lactoalbumina.
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Gréfico 14. Relacion lineal entre la proteina corporal y el peso final, en ratones BALB/c, adultos
y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas del 14% y 20% de lactoalblimina.
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Gréfico 15. Relacion lineal entre la razén proteina/grasa corporal y la glucemia, en ratones
BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) (a) y tratados con rhGH (b) y sometidos a dietas
con concentraciones proteicas del 14% y 20% de lactoalbumina.
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Grafico 16. Relacién lineal entre los pesos del corazdn y del colon con el peso final corporal, en
ratones BALB/c, adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas
con concentraciones proteicas del 14% y 20% de lactoalbumina.
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Gréafico 17. Relacidn lineal entre el peso del higado y el peso final corporal, en ratones BALB/c,
adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas del 14% y 20% de lactoalbumina.
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Grafico 18. Relacion lineal entre HDL y el peso final corporal, en ratones BALB/c, adultos y viejos,
no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones proteicas
del 14% y 20% de lactoalbumina.
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Gréafico 19. Relacidn lineal entre el valor de LPO y el peso final corporal, en ratones BALB/c,
adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con

concentraciones proteicas del 14% y 20% de lactoalbumina.
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Gréfico 20. Relacion lineal entre el valor de la muerte celular y PON1, en ratones BALB/c, adultos
y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones
proteicas del 14% y 20% de lactoalblimina.
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Gréafico 21. Relacion lineal entre el valor de LPO y el peso vacio, en ratones BALB/c, adultos y
viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con concentraciones

proteicas del 14% y 20% de lactoalblimina.
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Gréafico 22. Relacion lineal entre el valor de PON1 y la razén PON1: HDL, en ratones BALB/c,
adultos y viejos, no tratados (salinos) y tratados con rhGH y sometidos a dietas con
concentraciones proteicas del 14% y 20% de lactoalbumina.
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Resultados. Imdgenes

Imagen 1a. Corte histolégico de hematoxilina y eosina de higado de ratén adulto alimentado
con dieta del 14% de lactoalbimina.

Imagen 1b. Corte histoldgico de hematoxilina y eosina de higado de ratdn adulto alimentado
con dieta del 20% de lactoalbimina.
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Resultados. Imdgenes

Imagen 2a. Corte histoldgico de hematoxilina y eosina de higado de ratén viejo alimentado con
dieta del 14% de lactoalblimina.

Imagen 2b. Corte histoldgico de hematoxilina y eosina de higado de raton viejo alimentado con
dieta del 20% de lactoalbumina.
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Resultados. Imdgenes

Imagen 3a. Corte histoldgico de hematoxilina y eosina de higado de ratén adulto alimentado
con dieta del 14% de lactoalbimina y tratado con rhGH.

Imagen 3b. Corte histolégico de hematoxilina y eosina de higado de ratén adulto alimentado
con dieta del 20% de lactoalbimina y tratado con rhGH.
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Resultados. Imdgenes

Imagen 4a. Corte histoldgico de hematoxilina y eosina de higado de ratén viejo alimentado con
dieta del 14% de lactoalbimina y tratado con rhGH.

Imagen 4b. Corte histoldgico de hematoxilina y eosina de higado de raton viejo alimentado con
dieta del 20% de lactoalbimina y tratado con rhGH.
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Resultados. Imdgenes

Imagen 5. Corte histoldgico de hematoxilina y eosina de higado de ratdn adulto alimentado

con dieta comercial de mantenimiento.
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Discusion

En el presente estudio de esta tesis doctoral, los tres factores controlados: EDAD,
TRATAMIENTO y DIETA, ejercieron su influencia sobre los parametros de los
ratones en estudio en un grado variable. En primer término tanto la EDAD, factor de
diferencia entre animales adultos y viejos; como el TRATAMIENTO (administracién
exdgena con hormona de crecimiento recombinante humana, rhGH), factor de
diferencia frente a controles salinos, fueron ambos factores que resultaron
significativos o muy significativos en muchos de los parametros estudiados. Por otra
parte, el factor DIETA (esto es, la concentracion de lactoalbiimina de la dieta, 14% 6
20%), como factor independiente, resulté poco influyente sobre las variables
experimentales de los animales de este estudio. Sin embargo, resulté destacable que
a pesar de la relativamente pequena diferencia entre los niveles de proteina de las
dos dietas (14 y 20%) lo que supuso un 6%, su influencia directa si se manifest6
sobre algunos parametros del perfil lipidico, y ademas fueron destacables las
influencias indirectas de dicho factor DIETA a través de sus interacciones con los

otros factores citados.

En primer lugar, en este apartado de discusion de la memoria de tesis doctoral, se
discutira el efecto de la diferencia de edad, en concreto de la vejez y sus
consecuencias en los parametros del experimento, posteriormente se discutira el
efecto del tratamiento con rhGH asi como la interaccién de estos factores. El efecto
de la dieta, se discutira tanto en relacién con uno como con otro factor, asi como con

las interacciones con dichos factores en cada caso.
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Efecto de la vejez sobre los ratones no tratados con hormona de crecimiento

La vejez determina en los seres vivos una serie de modificaciones metabolicas que
en muchos casos favorecen el desarrollo de patologias (Allard y Duan 2011). Con el
envejecimiento, los ratones de este estudio mostraron una disminucién
(aproximadamente de un 12%) de la cantidad de dieta ingerida con relacion a los
adultos (Tabla 1) (Tabla 10 ANOVA), ello es consistente con los hallazgos en otros
grupos de animales, entre ellos los humanos, en los cuales las necesidades
energéticas y la cantidad de dieta consumida disminuyen con la edad (Chapman
2004). Un menor consumo de dieta lleva consecuentemente a un menor consumo
de proteina, especialmente cuando la dieta ingerida fue la de menor contenido
proteico (14%) lo cual pudo derivar en una deficiencia energética general o
determinados sustratos, como es conocido en determinadas patologias, y
comprometer asi el aporte adecuado de proteinas para el mantenimiento de las
funciones fisiologicas (Chapman 2004). Por otra parte, la disminucién del consumo
de dieta, o el suministro de una dieta restringida en energia o en otros
macronutrientes, tiene otra faceta y es la que preconiza sus beneficios en términos
de salud y longevidad. A este respecto se han realizado investigaciones desde el
siglo pasado (Weindruch 1996) y se siguen realizando trabajos en este sentido
actualmente (Anderson, Shanmuganayagam y col. 2009) (Solon-Biet, Walters y col.

2015).

La evaluacién del impacto de las diferentes dietas sobre el peso corporal conlleva la
determinacion de la cantidad de ingesta de dichas dietas asi como del propio peso
corporal, asimismo seria necesario calcular la ganancia de peso corporal, es decir
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cuanto peso adquirieron en promedio los ratones al final del periodo experimental.
Entre los animales salinos solo se pudieron constatar diferencias en ganancia de
peso de los ratones adultos por el tipo de dieta consumida pero, sorprendentemente,
fue la ingesta de la dieta conteniendo el 20% de lactoalbtimina la que llevo a ese
grupo de ratones a una ganancia negativa frente a los animales alimentados con la
dieta del 14% de lactoalbumina que presentaron una ganancia positiva (Tabla 2).
Ademas, se calcul6 el rendimiento del proceso, esto es: cuanto peso ganaron los
ratones por cuanta dieta ingirieron, mediante el calculo de la razén o del indice de
eficacia alimentaria, o lo que es lo mismo el cociente entre ambos parametros:
ganancia de peso e ingesta. Sin embargo, aunque esta variable pudiera dar una idea
global del proceso precisamente sélo sefnala la magnitud de aprovechamiento del
alimento y no informa de como se producen los cambios corporales. En los animales
administrados con solucién salina no se apreciaron diferencias significativas en la
eficacia alimentaria (Tabla 2), ya fuera por la dieta o por la edad, es decir que los
ratones mantuvieron un aprovechamiento del alimento aproximadamente similar,
lo que parece razonable en animales que no sometidos a manipulacién ni
tratamiento y que no estaban en un periodo de crecimiento. Las diferencias que se
observaron en su peso final se debié simplemente al mayor o menor consumo de

alimento (Tabla 2) (Tabla 11, ANOVA).

Gracias al andlisis de la regresidn lineal se pudo comprobar que en el conjunto de
los animales existié una relacion lineal significativa entre el peso final del animal y
la ganancia de peso (R=0,608, P<0,001) (Grafico 7), es decir que aquellos ratones

que presentaban pesos mayores también habian ganado mas peso, que ademas eran
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aquellos tratados con rhGH. También se pudo comprobar la existencia de relaciones
lineales del peso final con la ingesta y con la eficacia alimentaria (Graficos 7 y 8).
Senalando las correspondencias entre peso corporal e ingesta, asi como la relaciéon
entre los posibles incrementos de peso que pudieron experimentar los ratones con
la ingesta necesaria para convertir sustratos en peso, y consecuentemente esa
relacidon se tuvo que mantener para la eficacia con el peso como asi se constatd con
el andlisis de los resultados. El hecho de que las relaciones fueran lineales
destacaron el modo de aprovechamiento del alimento, aunque, por otra parte,
condicionaron las relaciones fuera lineal o cuasi-lineal en el rango analizado; aun asf
el que las relaciones resultaran significativas parece sefialar la dependencia entre el
alimento ingerido y el alimento utilizado por el animal para incrementar su masa
corporal y que la forma de esa dependencia fuera lineal o aproximadamente lineal
como se haindicado, pero al igual que en el caso del andlisis de la eficacia alimentaria
no se apreciaron diferencias entre los grupos sefialando al igual que entonces que
no hubo diferencias de calidad o cualidad entre los diferentes grupos de ratones en

funcién de la edad o por la dieta suministrada.

Como se ha sefialado previamente, la eficacia alimentaria no sefiala la calidad ni la
cualidad de las modificaciones ponderales; como tampoco serian excesivamente
informativas en ese sentido las relaciones lineales ingesta-peso. Por ello resulta muy
relevante la determinacion o evaluacién de las modificaciones de los parametros
ponderales como el peso. Asi, no se valoraria de igual modo un incremento del
contenido graso corporal, lo cual en principio no seria conveniente en ninguna

circunstancia de las que normalmente suelen considerarse como son desarrollo o
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bienestar humano (DiPietro, Katz y col. 1999) o producciéon animal (Agis-Torres,
Lopez-Oliva y col. 2002) (List, Palmer y col. 2009) (Palmer, Chung y col. 2009), que
un incremento de la masa magra, lo que seria deseable tanto en uno como en otro

Caso.

Por ello, para determinar el correcto aprovechamiento del alimento, segin los
citados estandares de salud (DiPietro, Katz y col. 1999), se midieron los diferentes
depdsitos grasos corporales, asi como el depésito graso total y la composicién
corporal en especial, la grasa y la proteina corporal. Se encontr6 que los animales
mas grandes en peso también tenian mayor contenido en grasa, lo cual se pudo
correlacionar con las relaciones lineales grasa corporal con peso final en todos los
grupos (correlacidn significativa R=0,420 P=0,006) (Grafico 11), y que los ratones
acumularon grasa especialmente con la madurez y la vejez ya que se produjo un
incremento de la proporcién de tejido graso frente a los ratones adultos, a pesar de
que la cantidad de dieta ingerida por los animales fue significativamente menor que
la que se encontr6 en los adultos (Tabla 1). Es decir, que los ratones viejos sin
tratamiento hormonal acumularon grasa (un 166% mas de la suma de los diferentes
depdsitos grasos corporales) de forma significativa (Tabla 12 ANOVA), y fue
precisamente en esos depositos donde se acumulé la grasa en mayor cantidad ya
que la diferencia de grasa intramuscular (grasa corporal residual) fue de un 8% en
los viejos frente a los adultos. Ello sucede de forma similar también en otros grupos
de animales, como los mamiferos, y se ha estudiado especialmente en humanos
(DeNino, Tchernof y col. 2001) (DiPietro, Katz y col 1999), donde existe la

preocupacion por el mantenimiento de una calidad de vida dentro de unos
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parametros para edades avanzadas y mayor longevidad. En estos ratones viejos, el
nivel de proteina en la dieta si resulto relevante ya que aquellos animales que fueron
alimentados con el nivel del 20% de lactoalbimina presentaron un exceso de grasa
(entre un 10% y un 43%, mayor) en los diferentes depdsitos (Tabla 3) frente a sus
controles alimentados con la dieta del 14%; pero ademas, se pudo constatar la
existencia de una interaccion entre el nivel proteico de la dieta ingerida y la edad de
los animales en relacion al contenido de grasa corporal (andlisis de la varianza,
interaccion EDADxDIETA significativa, ANOVA Tabla 12). También se encontré
dicha interaccién en un nivel significativo en cada uno de los incrementos de los
depésitos grasos corporales (ANOVA, Tabla 12), lo que parece demostrar la
importancia de las etapas de la vida en el metabolismo y por tanto en el modo cémo
puede determinar el tipo de alimentacién en cada una de las mismas para llevar a
diferentes resultados que pueden diferir notablemente y en cémo se van a utilizar
los sustratos energéticos (Solon-Biet, Walters y col 2015). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos de ratones salinos,
adultos y viejos, alimentados con las dietas conteniendo lactoalbimina y los
controles alimentados con la dieta comercial salvo en el caso del grupo de los adultos
alimentados con el 14% que si superaron a sus controles (Grafico 1ay b); mientras
que en los depésitos grasos, abdominal y gonadal, asi como en la suma de depdsitos
grasos destaco el grupo de ratones viejo 20% salino superando a los controles de
dieta comercial; presentando menor peso el depdsito de grasa abdominal
correspondiente al grupo de ratones viejos 14% salino (Grafico 1 c, d y e). Ello
parece mostrar que las dietas utilizadas no mostraron diferencias drasticas en la

redireccion de sustratos hacia los depdsitos grasos.
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Es posible comprobar la derivacion de los sustratos alimentarios hacia un tipo de
depdsito ya sea el magro o el graso, mediante la utilizacion de la relacién
proteina/grasa, que en este sentido parece ser un indice bastante adecuado a los
propositos pretendidos (Agis-Torres, Lopez-Oliva y col. 2002). El andlisis de dicha
relaciéon en este estudio parecié confirmar los resultados obtenidos previamente
con las medidas de la composicidn grasa, ya que indicaria la propension a la
utilizacion de los sustratos para almacenar grasa corporal frente al almacén magro,
y lo que quiza pueda resultar sorprendente: un aumento de la proporcién en la
proteina ingerida en la dieta suministrada a los viejos, en el caso de la dieta
experimental conteniendo lactoalbimina, lo cual resultaria contraproducente desde
el punto de vista del estado de salud cardiovascular ya que pareceria conducir a un
aumento del depoésito graso con la consecuente relacion con el aumento de
lipoproteinas del tipo VLDL de forma similar a como se ha descrito en ratones
(Yamazaki, Sasaki y col. 2005). En este caso si se pudo comprobar una diferencia de
la razén proteina/grasa entre los grupos de ratones adultos alimentados con
lactoalbimina y los controles alimentados con dieta comercial, ya que en los
primeros se encontré mayor tendencia a la derivacion de sustratos a grasa mas que
a proteina (Grafico 2e). Fue ello una prueba del valor de estudiar esta razon ya que
el anadlisis por separado de los componentes grasos (como se ha discutido
previamente) o de los musculos y de los componentes proteicos no mostré dicha

evidencia (Grafico 2a, b, ¢, y d).

Por otra parte se constatd que los niveles de la concentracidn de glucosa en sangre

de los ratones se correlacionaron significativamente tanto con la ganancia de peso

213



Discusion

(R=0,608 y P<0,001) (Grafico 7) como con la razén proteina/grasa (R=-0,578 y
P=0,010) (Grafico 15). Sin embargo, tanto la acrecidn proteica corporal, como la
acreciéon del musculo en estas edades no fue muy significativa, ni pareceria tener
sentido que lo fuera ya que el desarrollo corporal debié concluir mucho tiempo
atras, entre el destete y la pubertad (Agis-Torres, Lopez-Oliva y col. 2002). Sin
embargo, si aparecio una relacion significativa entre el tamafio del animal y su masa
muscular en todos los grupos, lo que también parece tener sentido si se atiende a la
masa muscular en su funcién de soporte estructural y por tanto necesariamente
relacionada con el tamafio corporal. Los diferentes tipos de musculos pueden sufrir
modificaciones dependiendo del tipo de ejercicio al que se ven sometidos en funcion
de la estabulacion de los animales y asi resultaria que bajo condiciones de
inactividad se podria encontrar que determinados musculos disminuyen su tamafio
(Qiu, Mintzy col. 2014), mientras que con el ejercicio también es posible encontrarse
sin modificaciones morfolégicas musculares (Higa, Bergamo y col. 2012) a no ser
que se instaure algin tipo de tratamiento como el hormonal; pero también deberia
ser funcién de la edad del animal y de su estado de salud. Asi, los animales mas
activos podrian ejercitarse y con ello llevar a que se presenten modificaciones
morfoldgicas de los musculos precisamente por esas actividades. En cualquier caso,
en los ratones del presente trabajo los resultados parecen demostrar que con la
vejez se produjera en el conjunto de su masa muscular una disminucién significativa
(6 %) del contenido proteico corporal (Tabla 5) (ANOVA, Tabla 14). La dieta del 20%
de contenido en lactoalbiimina tendria un efecto mas profundo y diferencial ya que
los animales viejos sometidos a la misma presentaron una disminucién del

contenido proteico corporal del 14% en relacién con los adultos alimentados con
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esa dieta, mientras que los ratones que consumieron la dieta del 14% presentaron
modificacidn, por lo tanto se obtuvo una interaccion significativa en el analisis de la

varianza que incluyé a la edad y la dieta (ANOVA, Tabla 14).

Por otra parte, tanto el peso de los musculos, el contenido proteico corporal
absoluto, asi como el peso de higado y corazdn, parecieron corresponderse con una
forma cuasi-lineal (alométrica) con el peso del animal (Graficos 13, 14 y 16). La
relacién no lineal entre peso y tasa metabdlica y el desarrollo de la relacion
alométrica es una relacién clasica del metabolismo que sin embargo no deja de ser
utilizada (Suarez, Darveau y col. 2004) (Glazier 2005), ya que se puede responder
mejor a sus necesidades metabdlicas que simplemente al peso corporal. Asi con la
vejez, se encuentra que estas visceras y componentes corporales fueron, en algiin
caso, de menor tamafio lo que podria sefialar su menor aporte a la fisiologia en
comparacién con la de los adultos. Por otra parte, se puede pensar también en un
aumento relativo del tamafio del higado en los adultos, lo cual tendria sentido si el
higado estuviera sufriendo algun tipo de alteracién como el desarrollo de esteatosis
o de higado graso. Sin embargo, en la comparacion de los grupos de ratones salinos
alimentados con las dietas conteniendo lactoalbiimina con los controles de la dieta
comercial no se encontraron diferencias significativas mas que con el peso del
corazon del grupo de los adultos alimentados con la dieta del 14% (Grafico 3 ay b).

En este sentido, mas adelante se discutira esta posibilidad.

Otra viscera, el colon, presenté un incremento significativo del peso, lo que indicaria
que los ratones viejos bien incrementaron sus necesidades, o bien las dietas no

suministraron los suficientes sustratos, o bien se produjeron ambas circunstancias,
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esta situacion pareci6 corroborarse dada la existencia de una correlaciéon
significativa (R=0,633 y P=0,002), entre peso de colon y valores de glucemia en los
ratones viejos; y por el contrario se encuentra que los ratones maduros muestran
una correlaciéon positiva entre ingesta total y glucemia (R=0,527 p=0,021, Grafico 9).
Ello pudiera indicar que de alguna forma aquellos ratones con niveles menores de
glucosa incrementarian esos niveles glucémicos mediante el incremento del tamafio
del colon, incrementando la superficie de absorcidn de alimento. En este sentido, la
comparacién entre ratones viejos alimentados con dietas conteniendo
lactoalbumina y dieta comercial pareci6 respaldar esta hipétesis ya que los
controles mostraron un peso de colon muy superior a los primeros, dado que la dieta
comercial de los controles se caracterizé por ser una dieta que por su propia
constitucién, con muy pocos azucares (2%) y utilizacidn de cereales completos, por
lo tanto, hidratos de carbono complejos. Ello sugiere que los controles tuvieron una
menor disponibilidad de glucosa, en contraposicion a las dietas con lactoalbiimina
y, quizd por tanto la necesidad de incrementar su tracto gastrointestinal para
incrementar sus niveles de glucemia. Por otra parte, el colon en este estudio, no se
comporta presentando una relacién alométrica, es decir, que su desarrollo en las
etapas de madurez y vejez no se rige por los parametros de paralelismo con el
tamafio corporal, comunes en todos o la mayoria de los 6rganos corporales de los
animales. En este sentido, si se ha estudiado la existencia de una cierta alometria de
las diferentes partes del tracto gastrointestinal de los roedores (Lovegrove 2010).
Por ello, seria de interés el estudio de la alometria del colon en estas condiciones

experimentales para aseverar o rechazar esta hipotesis.
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Perfil lipidico y estado cardiovascular

La vejez también parecio ejercer influencia en los ratones al incrementar los niveles
séricos de colesterol (Orlandi, Bochaton-Piallat y col. 2006) (Costopoulos, Liew y col.
2008), mientras que la lipoproteina HDL fue menos abundante en los ratones viejos
(Tabla 7) que en los adultos (Paigen, Holmes y col. 1987). Ademas, se encontr6 un
incremento significativo del 15% del indice aterogénico en los ratones viejos (efecto
significativo de la EDAD, ANOVA Tabla 16), éste indice también se correlacioné
significativamente con el pardmetro de la muerte celular de los hepatocitos
(R=0,414 y P=0,004). Por el contrario, la concentracidn plasmatica de triglicéridos
se redujo en conjunto en los viejos en un 37% (Tabla 7), este resultado resulta
sorprendente dada la experiencia de datos, especialmente en humanos, como con el
envejecimiento se produce un incremento de los niveles de los triglicéridos (Aronow
2004) y una progresiva aterosclerosis (Sattler 2013). Por otra parte, en los ratones,
es bien conocida la relacidn entre niveles altos de colesterol con niveles bajos de
triglicéridos (Paigen, Holmes y col. 1987), lo cual podria explicar de una forma
plausible los resultados del presente estudio. La concentracién de proteina en la
dieta si parecio ejercer influencia, asi la dieta del 20% de proteina, que por una parte
indujo un incremento de los valores del HDL en todos los animales y los triglicéridos
en los adultos, por otra parte llevdo a una disminuciéon en los valores de los
triglicéridos de los viejos alimentados con esa dieta frente a los que consumieron la
dieta del 14%. Estos resultados parecen sugerir que las dietas experimentales
indujeron una serie de perjuicios en el perfil lipidico de los ratones alimentados con
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las mismas. La comparacién de los grupos de ratones alimentados con las dietas
conteniendo lactoalbiimina en relacion con los controles alimentados con la dieta
comercial parecié sustentar esta hipétesis ya que los primeros mostraron
incrementos significativos de los valores de colesterol, de los triglicéridos y del
indice aterogénico (Grafico 4 a, b y d). Se podria razonar, de forma similar a lo
discutido en relacion al colon, que las dietas experimentales proporcionaron
carbohidratos purificados; en este caso diversos autores sefialan que el consumo de
una dieta semisintética rica en carbohidratos puede ser perjudicial sobre el perfil
lipidico (Kritchevsky 1975) (Kritchevsky, Davidson y col. 1980) (Kushwaha y McGill
1998), si bien es cierto que en los ratones adultos sometidos a la dieta del 20% se
encontrd una pequeia elevacion de los triglicéridos. Por otra parte también se ha
relacionado el contenido en lactoalbimina con un posible efecto aterogénico
(Lopez-Oliva, Nus y col. 2009), por todo ello es posible que se diera una de las dos

posibilidades o las dos.

En paralelo con el incremento de los depoésitos grasos de los ratones viejos, que se
ha discutido previamente, se observé un notable incremento (92%) de los niveles
de leptina sérica (Tabla 8). Sin embargo, sorprendentemente, la ingesta de la dieta
del 20% de lactoalbumina indujo en los ratones adultos una significativa
disminucién de los niveles de la leptina (efecto de la EDAD, ANOVA Tabla 17),
cuando, por el contrario, el consumo de esa dieta llevd a un incremento de la
proporcién de los depdsitos grasos por encima de los alimentados con la dieta del
14%, contradiciendo en principio la relacién entre leptina y proporciéon de grasa

corporal. También parecié influir la concentraciéon de proteina de la dieta sobre los
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niveles de la concentracién sérica de IGF-I de los animales viejos, de forma que los
ratones que consumieron el mayor nivel (20% de lactoalbimina) presentaron las
mayores concentraciones de la hormona (30%) (Tabla 17). Esta relacién entre
mayor concentracion de proteina en la dieta y una mayor concentraciéon de
somatomedina en sangre, sugiere, por el propio funcionamiento del eje
somatotropico y la accion secretagoga de los aminoacidos de la dieta, que la mayor
cantidad de aminoacidos disponibles como sustratos podria llevar a un incremento
de la liberacion de la IGF-I por el incremento de la producciéon de GH (van Vught,
Nieuwenhuizen y col. 2010); aunque también se han apuntado otros posibles
factores metabolicos que se relacionan con la sintesis y liberacion de GH, ya sea
positiva o negativamente con la activacion del eje somatotrépico; asi se ha descrito
una relacién inversa entre niveles plasmaticos de triglicéridos con la sintesis y

liberacion de GH (Luque, Gahete y col. 2006).

Por otra parte, se ha relacionado la disminucion de la actividad de la enzima
paraoxonasa (PON1) con un incremento de un estado proaterogénico e incluso
directamente patologico del sistema cardiovascular (Quemeneur, Martin-Nizard y
col. 2007). También se ha descrito, en ratones, disminuciones de la expresion de esta
enzima, no necesariamente ligadas a modificaciones en los perfiles lipidicos, y
también relacionados con un incremento prooxidativo y trombogénico, asociada a
inflamacion vascular (Ng, Chu y col. 2008). Los ratones viejos alimentados con las
dietas con lactoalbimina (14 y 20%) de este trabajo presentan mayores valores de
expresion de PON1 que los correspondientes ratones adultos a los que también se

alimentd con estas dietas. Estos resultados, junto con los resultados discutidos hasta
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el momento resultan sorprendentes, cuando precisamente los animales mas viejos
suelen tener mayores problemas del estado y riesgo aterogénico (Guarner y Rubio-
Ruiz 2012). Para una explicacidn de estos resultados se deberia atender a lo descrito
en la literatura respecto a disminuciones de la expresion de PON1 no solo como
consecuencia del deficiente estado aterogénico o prooxidativo del individuo como
se ha senalado, sino también como consecuencia de sufrir otras alteraciones o
patologias no directamente relacionadas con el estado aterogénico y mas

relacionadas con la enfermedad hepatica crénica (Keskin, Dolar y col 2009).

Aunque en el caso del higado graso no alcoholico los resultados no tendrian que ser
concluyentes, se puede encontrar una disminucion consistente y significativa de la
actividad de PON1 sérica en vacas con higado graso, de forma que se propone como
un bioindicador de esta patologia (Farid, Honkawa y col. 2013), pero también se ha
descrito un incremento compensatorio de la actividad hepatica de la paraoxonasa,
pero no de la plasmatica, en nifios (Desai, Baker y col. 2014). Es decir, que PON1 no
seria Uinicamente indicativa del estado aterogénico sino que también seria sensible
a otros estados patoldgicos, especialmente del higado, lo cual hace que su
interpretacion haya de ser mas cautelosa. Por ello, podria ser precisamente esta la
situacion que sucediera en este estudio, ya que los ratones adultos, sometidos
precisamente a este tipo de dieta sufririan un menoscabo en su metabolismo
hepatico lo que repercutiria en el metabolismo de PON1 y como consecuencia
presentarian la citada disminucién de los niveles de la actividad de la enzima. Sin
embargo, esta pérdida de actividad de PON1 no parece que sea un problema

procedente de una pérdida de funcionalidad de la célula hepatica debida a un dafio
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diferente al mencionado ya que los ratones viejos muestran unos mayores niveles
(14%) de lipoperoxidacion hepatica (LPO), asi como de muerte celular hepatica
(81%) (Tabla 9). Es decir, los hepatocitos de los ratones viejos sufririan mayor
muerte celular y mayor lipoperoxidacion (son mas viejos, estdn mas dafiados), pero
no sufririan un problema de esteatosis hepatica. El incremento de la LPO con la edad
(35%) fue algo mayor en los animales alimentados con la dieta del 14% que la que
se produjo en los que ingirieron la dieta con el 20% de lactoalbtimina (22%),
También la muerte celular se incrementé considerablemente (247%) en los ratones
que consumieron la dieta del 14%, pero no en los ratones alimentados con la dieta
del 20%. Sin embargo, en ambos casos no se relacioné con la aparicion de una
interaccidn significativa EDADxDIETA en el andlisis de la varianza (No significativo,

ANOVA Tabla 18).

También, en el caso de la actividad PON1, se encontrd una interaccion entre el nivel
proteico de la dieta ingerida y la edad de los ratones (ANOVA Tabla 17). Asi, los
adultos practicamente presentaron un nivel de actividad de la enzima similar, es
decir que la diferencia entre ingerir un 14%y un 20% de lactoalbimina en la dieta
no parecié tener un efecto muy profundo (Tabla 8). Por el contrario, en los viejos,
que presentaron, como se ha indicado, mayores niveles de actividad PON1, la dieta
del 20% parecié resultar claramente menos protectora frente a la aterogénesis ya
que present6 unos valores de PON1 que fueron aproximadamente la mitad de la que
se encontraron en los ratones viejos que consumieron la dieta del 14%, lo cual
también se correlaciond con el resultado previamente indicado, de la menor

concentracion de triglicéridos en estos ratones, pero que en principio se
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contradeciria con los resultados encontrados con los niveles de colesterol y HDL en
el conjunto de los ratones viejos. El calculo de la razén PON1:HDL es de utilidad en
los estudios de aterogénesis y se utiliza ampliamente, aunque la interpretacién que
se hace de esta razon no es Unica ya que por una parte puede informar del nivel de
HDL corregido por actividad enzimatica de PON1 (Bounafaa, Berrougui y col. 2014)
y por otra de la capacidad antioxidante del HDL (Lopez-Oliva, Nus y col. 2009), en
cualquier caso puede proporcionar informaciéon adecuada concerniente al riesgo y
a la patologia aterogénica. En los adultos alimentados con las dietas conteniendo
lactoalbiimina, la razén PON1:HDL resulté similar a lo expuesto para la actividad de
PON1, al incorporar éste parametro en dicha razon, ya que los adultos alimentados
con las dietas que contenian lactoalbiimina como proteina presentaron unos valores
paradoéjicos comparados con los viejos. Asi, también en paralelo con la actividad de
PON1, en los ratones viejos la razén PON1: HDL aumenté considerablemente (Tabla
8); sin embargo, la diferencia entre los valores de ésta razén para los ratones
alimentados con las dos dietas de lactoalbiimina fue mayor que la que se encontré
entre los valores de PON1. Bounafaa y col. (Bounafaa, Berrougui y col. 2014) indican
que los pacientes con el sindrome coronario agudo presentan valores
significativamente superiores a los controles sanos, ademas estos autores
encontraron un menor coeficiente de correlaciéon y se pudo comprobar una menor
pendiente de las rectas de regresién entre PON1 y PON1:HDL, sin embargo en los
ratones de este trabajo no se constataron diferencias de pendientes de las diferentes

rectas de regresion de los grupos de ratones (datos no mostrados).
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Efecto de la vejez sobre los ratones tratados con hormona de crecimiento

El tratamiento con GH tuvo como consecuencia, en primer lugar, el significativo
incremento del peso (aproximadamente un 300%) en el conjunto de todos los
grupos de ratones de este estudio (Tabla 2) (Efecto significativo del tratamiento,
ANOVA, Tabla 11). El modo como obtuvieron esas ganancias de peso fue a través de
los correspondientes incrementos de las eficacias alimentarias que globalmente
fueron de un 300% superior a los controles salinos. Ese es un aspecto totalmente
diferente que se obtiene cuando se produce un tratamiento exégeno con GH y que
lo diferencia del que se obtiene en los animales no tratados en los que la Gnica forma
posible de aumentar el peso es a través del incremento de la ingesta. En los animales
tratados con GH de este trabajo tan solo se produjo un pequefio incremento de la
ingesta que fue del 5% (que no fue significativo), pero no se hall6 una disminucién
en la ingesta de alimentos en los animales viejos, como se puede encontrar en otros
estudios con tratamiento de GH en edades avanzadas donde la ingesta se reduce
(Malmlof, Din y col. 2002); por el contrario, en otros trabajos refieren aumento de la
ingesta en animales tratados con la hormona a edades tempranas, antes de la
madurez (Lopez-Oliva, Agis-Torres y col. 2000) o en humanos en los que se

administra la GH a nifios (Blissett, Harris y col. 2000).

Por otra parte, la administracién de GH parece precisar de unos minimos niveles
proteicos en la dieta o por lo menos parece existir la evidencia de que hay unas
determinadas proteinas o aminoacidos que sean mas capaces de influir sobre el eje
somatotrépico y cuando no es asi no solo no se obtienen resultados neutros sino que
pudieran obtenerse resultados negativos (van Vught, Nieuwenhuizen y col 2010).
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En el presente estudio los ratones adultos tratados con GH y alimentados con la dieta
del 14% de lactoalbumina, pudieron mostrar deficiencias e incapacidad para
suministrar un aporte adecuado de nutrientes y/o sustratos en algunos casos, como
por ejemplo pudiera haber sucedido con la eficacia alimentaria de los ratones
adultos, que fue menor que los controles salinos. Por el contrario, los ratones
alimentados con la dieta del 20% de lactoalbumina si parecieron mostrar en todo
momento unos resultados 6ptimos en ganancia de peso y en eficacia alimentaria, ya

fueran adultos o viejos.

Elaumento de peso por aumento de la masa magra no parece posible en los animales
maduros o viejos no sometidos a un tratamiento especial: en la madurez y mas atn
en la vejez, en condiciones normales, no se produce un desarrollo corporal con
posterioridad, dado que el normal, fisiolégico, ha tenido lugar en todos los animales
hasta la madurez (Agis-Torres, Lopez-Oliva y col. 2002). En cambio lo que si puede
encontrarse es una disminucidon de la masa magra (Yu, Masoro y col. 1982) en
beneficio de la masa grasa (Bluher 2008) (Berryman, Christiansen y col. 2008). La
pérdida de masa magra puede potenciarse si el suministro de nutrientes es menor
de las necesidades para un adecuado mantenimiento del recambio fisiolégico
corporal, circunstancia que se suele producir por la anorexia del envejecimiento
(Chapman 2004). Sin embargo, parece que seria posible realizar acciones que
podrian contrarrestar los efectos del envejecimiento y lograr el mantenimiento de
la masa magra como ejercicio, etc. Por otra parte, otros tratamientos como el
tratamiento con GH suele inducir una disminucién de los depdsitos grasos asi como

un incremento de la masa magra en humanos (Yuen y Dunger 2006) (Moller y
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Jorgensen 2009) y en animales (Berryman, Christiansen y col. 2008) (Bartke, Sun y
col. 2013). Es precisamente la modulaciéon del mantenimiento de esa proporcién
proteina/grasa uno de los objetivos de este estudio por su interés el conocer el
efecto del tratamiento sobre animales viejos, especialmente para el tratamiento de
ancianos para su posible translacion y el beneficio que se podria obtener de ello

(Bluher 2008).

El efecto diferencial del tratamiento hormonal sobre el incremento de la masa magra
a través del estudio del contenido en proteina corporal, la razén proteina/grasa en
el conjunto de los grupos de ratones tratados con GH frente a controles salinos,
independientemente de su edad o dieta con lactoalbimina administrada, se mostro
muy significativo. Asi, se evidenci6 la existencia de diferencias significativas en la
proteina corporal absoluta, asi como en la relacién proteina/grasa. Este ultimo
pardmetro aumentd un 17% en los ratones tratados con GH, y en el andlisis de la
varianza el factor TRATAMIENTO fue muy significativo (P=0,006), lo que sefalé la
magnitud del efecto del tratamiento en la distribucion de los sustratos hacia el
depésito de proteina corporal (ANOVA Tabla 14). Por otra parte, en el grupo de los
adultos alimentados con la dieta de menor contenido proteico (14% de
lactoalbiimina) se alcanz6 también un 25% de diferencia de proteina corporal
(Tabla 5) lo que sefiala la eficacia de la GH en el aprovechamiento de sustratos para
el deposito proteico (Vann, Nguyen y col. 2000). También ello sugiere que la dieta
del 14% de lactoalbumina fuera una dieta satisfactoria para la edad madura y el
mayor nivel proteico de la dieta (20% de lactoalbiimina) pudiera resultar un nivel

excesivo, ya que no se consiguido un mayor incremento de la masa magra; sin
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decrementos de la masa grasa en adultos tratados con GH e incluso incrementos en
ratones viejos tratados con GH frente a los animales tratados alimentados con el
14% en los diversos depdsitos grasos (interaccién significativa para proteina
corporal y depésitos grasos, EDADXTRATAMIENTOxDIETA, ANOVA Tablas 12 y 14)
(Tablas 3 y 5). El origen de esos incrementos grasos podria atribuirse a varias
causas, como a un paraddjico aumento de actividad del eje somatotrépico con efecto
contraproducente, asi Bartke y colaboradores sefialan que unos ratones con un
exceso de produccién de GH pueden mostrar 2,1 veces mas masa grasa que los
controles (Bartke, Sun y col. 2013). No se encontr6 un efecto tan marcado sobre la
masa muscular, o por lo menos sobre todos los musculos que se han tomado
muestras en este trabajo. En realidad no es un resultado que sorprenda: son
animales en los que el desarrollo ya terminé tiempo atras (adultos) o incluso estan
en una etapa de la vida en la que se espera que pueda existir regresion corporal o de
las funciones fisiologicas (viejos) debido a la somatopausa (Sattler 2013). Los
efectos de la GH sobre la acrecién proteica corporal no parecen ser discutidos
(Chikani y Ho 2014) (Birzniece, Nelson y col. 2011), no sucede asi con otros efectos
funcionales que son mas discutidos, pero es posible que la GH pueda ejercer un
efecto de incremento de mejora de la fuerza y de la capacidad muscular (Tavares,
Micmacher y col. 2013), que también evitaria la pérdida de masa magra asociada a
lavejez (Brioche, Kireev y col. 2014) y ello podria ser uno de los factores que podrian
explicar como los animales tratados con GH de este estudio presentaron un
incremento de aquellos musculos que son mas ejercitados en las condiciones
experimentales como son cuadriceps y gastrocnemio (Tabla 4) (Efecto significativo

del TRATAMIENTO, ANOVA Tabla 13). También Malmléf y Johansen (Malmlof y
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Johansen 2003) encontraron un incremento del peso del cuadriceps de ratas viejas
tratadas con rhGH, independientemente de la dieta suministrada. A este respecto se
ha comprobado en ratones maduros la accién anabdlica hipertréfica de la GH
exdgena a través del eje somatotropico, ya que es necesaria la accién de la IGF-I

(Kim, Barton y col. 2005).

La presencia y la concentracion de lactoalbumina de la dieta parece evidenciarse
como un factor crucial, y que parece intervenir de un modo muy diferente
dependiendo de la edad de los ratones a los que se suministr6 dichas dietas. En
primer lugar, las dietas con lactoalbiimina derivaron los sustratos con preferencia
hacia grasa en los adultos, ya fueran tratados con GH como salinos, en comparacion
con lo encontrado en el grupo alimentado con dieta comercial control, mientras que
en los ratones viejos no se pudo encontrar esa diferencia entre las dietas (Grafico
2e). En segundo lugar, en relacion con la concentracion de proteina (lactoalbimina),
ya que como se ha discutido previamente el nivel del 14% de lactoalbiimina pudiera
ser en determinados aspectos deficitario o no cumplir las expectativas de una buena
provision de sustratos. También el nivel del 20% de lactoalbimina en la dieta en
algunos casos pudiera resultar excesivo, al menos tal como se ha discutido
previamente en los grupos de ratones no tratados ya que les lleva a un notable
aumento de su masa grasa. Por otra parte, la administraciéon de GH volveria a
cambiar las necesidades de los ratones, y asi los animales viejos alimentados con la
dieta con el 14% de lactoalbimina serian afectados negativamente dado el
incremento de la grasa abdominal que presentan y de la que es conocida su relacién

positiva con el estado aterogénico en humanos (Munzer, Harman y col. 2001); sin
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embargo, los ratones viejos alimentados con la dieta con el 20% de lactoalbumina
presentaron igualmente un incremento de la grasa abdominal, con lo que se podria
pensar en que este nivel proteico, que en otras etapas de la vida puede ser idéneo
por sumantenimiento de un adecuado suministro de nutrientes, pudiera no serlo en
la vejez. Sin embargo, y a pesar de ello, pudiera ser mas conveniente el pequefio
exceso de la dieta del 20% que el defecto de la dieta del 14%; en cualquier caso
podria ser conveniente realizar estudios mas detallados con niveles de porcentaje
de proteina intermedios. Los estudios clasicos de Toyomizu y colaboradores sobre
los niveles proteicos adecuados en la dieta de ratones, en este caso no sometidos a
tratamientos especificos, sino que se les administraron dietas que diferian en su
proporcién en proteina (Toyomizu, Hayashi y col. 1988) (Toyomizu, Kimura y col
1989), eran bastante claros al respecto en sus conclusiones: “la concentracion
6ptima de proteina en la dieta depende de la variable que se quiere maximizar
(entendiendo esta por si se busca mas acimulo de energia o de masa magra, por
ejemplo) y cuando (es decir, la etapa de la vida)”. Estos autores también corroboran
con sus resultados el hecho de que los animales presentan las mayores diferencias
alolargo de la vida en composicion corporal en el depésito graso, ademas que, para
los ratones con las edades mas avanzadas hay mayor tendencia al acimulo

energético (graso) especialmente si la dieta es baja en proteina.

Un problema con los estudios nutricionales ha sido el corto espacio temporal de los
mismos; también se podria mencionar que su atencion se centra basicamente en las
primeras etapas de la vida, el desarrollo o las primeras etapas del periodo adulto.

Los trabajos centrados en la vejez son muy escasos por su dificultad y complejidad,
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aunque no hay ausencia de ellos y recientemente también se estan planteando
algunos trabajos como el de Solon-Biet y colaboradores que se basa en el mismo
principio de Toyomizu y colaboradores aunque se desarrolla aproximadamente 30
afios mas tarde y el centro de atenciéon también cambia a otro tipo de cuestiones que
preocupan en la actualidad como son la longevidad (Solon-Biet, Walters y col. 2015).
Sin embargo, los resultados que obtienen estos autores no se contradicen con los de

Toyomizu, ni con los del presente estudio de esta tesis.

El tratamiento con la hormona rhGH también llevd a los ratones a un incremento
significativo de los pesos de higado (24%) y corazén (11%) (Tabla 6), lo que pudiera
sefialar el incremento del metabolismo y de las necesidades metabdlicas de estos
animales. A este respecto Liu y LeRoith (Liu y LeRoith 1999) encontraron que la
administracion exégena de GH en ratones increment6 el peso del higado de ratones,
mientras que Prysor-Jones y Jenkins (Prysor-Jones y Jenkins 1980) describieron el
incremento tanto del peso del higado como del corazén en ratas que presentan
hiperproduccién de GH. Por otra parte, la dieta parecid ejercer un efecto diferencial
por edad ya que fueron los adultos alimentados con el 14% de lactoalbimina los que
presentaron mayor incremento del higado (62%) y los viejos alimentados con el
20% de lactoalbimina el mayor incremento de corazén (41%) frente a sus
respectivos controles salinos. En relacion a la comparacion entre la alimentacién
con lactoalbumina y con dieta comercial (controles), es de destacar una tendencia
generalizada a un mayor peso de los o6rganos, con presencia de diferencias

significativas en algunos grupos de ratones tratados con GH y alimentados con
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lactoalbumina frente a la dieta control, salvo en el caso del colon que como se sefial6

presentd mayor desarrollo en los controles viejos (Graficos 3 a, b y c).

Estado lipidico y cardiovascular

El tratamiento con rhGH llevé al conjunto de los grupos de ratones de este estudio a
mostrar unos mayores niveles plasmaticos de colesterol, triglicéridos y lipoproteina
HDL (Tabla 7) (Efecto significativo del TRATAMIENTO, ANOVA Tabla 15). Por lo que
respecta a los triglicéridos ello pareceria estar en contradiccion con los resultados
que se pueden esperar en los tratamientos habituales en los que se someten a
tratamiento con rhGH exdgena a pacientes humanos con deficiencia de GH en los
que se encuentra una reduccion de los mismos (Sattler 2013), si bien estos mismos
pacientes muestran un mal control glucémico, en lo cual también se encuentra
discrepancia con los resultados encontrados en el presente trabajo, se puede
deducir que ni las circunstancias iniciales ni las consecuencias son las mismas. En
cualquier caso, la complejidad de la relacién entre GH, IGF-I, ademas de sus
receptores y los otros factores del estudio podria hacer pensar que la traslacion de

resultados en humanos no parece ser completamente adecuada.

En los ratones adultos tratados con rhGH, la ingesta de las dietas con lactoalbumina
pareci6 ejercer un efecto diferencial, ya que el mayor nivel proteico (20%) llevé a
los ratones a un incremento significativo y considerable del colesterol del 72%, y de
los triglicéridos de casi el 60%, frente al menor nivel proteico (14%) (Tabla 7),

sefalando en principio a la primera dieta como mas proaterogénica que la segunda.
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Sin embargo, también se incrementd significativamente en un 25% las lipoproteinas
HDL en este grupo de ratones adultos tratados con GH y alimentados con el 20% de
lactoalbiimina frente a los ratones alimentados con la dieta del 14% de
lactoalbiimina, lo cual supuso un pequefio contrapunto a la tendencia aterogénica
de dicho nivel proteico (Tabla 7) (Efecto significativo del TRATAMIENTO y de la
interacciéon de la EDAD el TRATAMIENTO y la DIETA (ANOVA Tabla 15). En
cualquier caso las dietas con lactoalbimina mostraron mayor tendencia al
incremento de los niveles séricos de colesterol e indice aterogénico en ratones
adultos y viejos, tratados y no tratados frente a controles alimentados con dieta
comercial (Graficos 4a, b y d). Aunque por lo que respecta a la administracién
exdgena de GH y la modificacion de los niveles de la lipoproteina HDL los resultados
publicados son contradictorios ya que se encuentran disminuciones (White,
Schaefer y col. 1983) pero también se han descrito el aumento de dichos niveles
(Garry, Collins y col. 1996), adicionalmente se han relacionado dichos niveles con la
accion de las hormonas sexuales (Bansch, Dirkes-Kersting y col. 1997); también la
comparacién con los controles alimentados con la dieta comercial arrojé resultados

variables en relaciéon con los valores de HDL (Grafico 4c).

Por otra parte, se encontré que los niveles séricos de leptina se mostraron elevados
en los grupos de ratones viejos tratados con GH y alimentados con la dieta con el
20% de lactoalbumina (Tabla 7). Por el contrario, se encontraron niveles bajos de
leptina en los grupos de ratones tratados con GH y alimentados con la dieta del 14%

de lactoalbimina (Tabla 7). Estos comportamientos diferenciales dieron lugar a la
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aparicion de interacciones significativas EDADxTRATAMIENTO, EDADxDIETA y

TRATAMIENTO x DIETA en el analisis de la varianza (ANOVA Tabla 17).

La leptina se secreta, en individuos sanos, preferentemente por el tejido adiposo,
entre otras adipoquinas (Fasshauer y Bluher 2015). Se ha propuesto que la leptina
puede estar sujeta a diferentes tipos de interrelaciones mas o menos complejas con
la secrecion de GH, e incluso la posibilidad de una regulacién por bucles de
retroalimentacion (White, Ahmad y col 2003). En cualquier caso, ya sea
directamente o indirectamente de la relaciéon que hubiera podria estar condicionada
también con el nivel proteico de la dieta. Una interpretacién que se ha publicado
previamente es la posibilidad de que la administracion de GH pudiera determinar
una disminucién del tamafo critico del adipocito en su producciéon de leptina y ello
conducir a un incremento de la ingesta alimentaria (Lissett, Clayton y col. 2001)
(Lopez-Oliva, Nus y col. 2009). Por ello, el nivel proteico de la de dieta y la edad en
la que se produjo el tratamiento parece que determin6 de una forma drastica el
resultado que se obtuvo de dicha administraciéon exégena de rhGH. Asi, mientras que
los ratones viejos alimentados con la menor concentracion de lactoalbimina en la
dieta (14%) obtuvieron una mejora de su estado aterogénico, lo cual esta en
consonancia con otros estudios similares (Laursen 2004) (Lopez-Oliva, Nus y col.
2009), los animales adultos alimentados con ese mismo tipo de dieta
sorprendentemente mostraron un perfil claramente peor (Lopez-Oliva, Nus y col.
2009). Este resultado sustentaria la idea de que la dieta con un contenido del 20%

de lactoalbiimina, siendo adecuada para otras etapas de la vida, sin embargo pudiera
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resultar excesiva para los requerimientos nutricionales de los ratones mas viejos y

por tanto constituir un elemento deletéreo en la salud del animal viejo.

En el caso de los niveles séricos de JGF-I no se obtuvieron diferencias destacables
entre los grupos alimentados con las dietas conteniendo lactoalbimina (Tabla 8).
Sin embargo si se pudo comprobar una mayor tendencia de dichos grupos para
mostrar concentraciones superiores de dicha hormona frente a los grupos de
controles alimentados con la dieta comercial, que en algunos grupos resulté
significativa (Grafico 5c). Ello se explicar gracias a la composicion diferencial en
aminodacidos de las dietas con lactoalbuimina ya que produciria un incremento de la
producciéon endégena de GH, como se ha comprobado experimentalmente (van

Vught, Nieuwenhuizen y col. 2010).

Por otra parte, por lo que respecta a actividad de la enzima PON1, con el tratamiento
con la hormona rhGH se ha podido comprobar en el presente trabajo un significativo
incremento de la expresion de esta enzima, de aproximadamente un 60% en los
ratones tratados con la hormona frente a los ratones controles no tratados (Tabla
8). Ello, dado que se relaciona el incremento de la actividad de PON1 con una mejora
del estado antiaterogénico, sugiere que el tratamiento hormonal podria ejercer un
efecto positivo en este sentido (Lopez-Oliva, Nus y col. 2009). Sin embargo, estos
resultados no son concluyentes, segin Cheng y Klaassen (Cheng y Klaassen 2012)
ya que se obtendria precisamente el resultado contrario cuando se administra GH
exdgena con un patréon pulsatil en ratones C57BL/6 al final de la pubertad, pero no
en la madurez o en la vejez. Por otra parte, se obtuvieron buenos resultados globales
con ambas dietas, aunque la edad determin6 diferencias significativas notables. Asi,
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los ratones adultos tratados con rhGH se vieron beneficiados por la dieta con alta
concentracion en proteina (20%), ya que cuando se aliment6 a los animales con el
menor nivel proteico (14% de lactoalbimina) se obtuvo un resultado mucho menor
para la expresion de esta enzima (un 126% superior a los salinos) que cuando se
alimenté a los ratones con el 20% de lactoalbiimina (un 302% superior a los salinos)
(Tabla 8), lo que se sefialé también por la interaccion significativa de los factores
TRATAMIENTO y DIETA en el andlisis de la varianza (ANOVA Tabla 17). Por otra
parte, en los ratones viejos tratados con rhGH, los que consumieron la dieta del 14%
mostraron unos niveles de expresiéon de PON1 significativamente menores a los
ratones controles salinos (22% de disminucion, Tabla 8). Ademas, el tratamiento
con GH y el consumo de la dieta del 20% de lactoalbiumina condujo al grupo de
ratones correspondiente a un incremento del 77% de los niveles de expresion de
PON1 frente a sus controles salinos (Tabla 8). Es decir, que se encontraron varios
niveles de interaccidon entre los factores tratamiento, edad y dieta, (ANOVA Tabla
17) lo cual pudiera incidir nuevamente en la sugerencia del adecuado ajuste entre
estos factores a la hora de una adecuada programacién nutricional en las diferentes
etapas de la vida, ya que no parecen ser comparables en ninglin caso ni justificables

la edad madura con la vejez, ni por tanto los ajustes nutricionales para uno y otros.

Por lo que respecta alarazén PON1: HDL no se encontraron diferencias tan grandes
en los valores entre los grupos de ratones tratados con rhGH como las encontradas
en el caso de la expresiéon de PON1 (Tabla 8). Por otra parte, el andlisis del grafico
de laregresion lineal sefal6 la existencia de unos valores iniciales de PON1 elevados

para los ratones tratados con rhGH en relacion con los ratones salinos, manteniendo
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una pendiente mayor para todo el rango de ésta razén (Grafico 22), precisamente
dependiendo de los valores iniciales y finales. Sin embargo, no se pudo comprobar
una diferencia de comportamiento de las regresiones lineales como sefialan
Bounafaa y cols. (Bounafaa, Berrougui y col. 2014), lo que indica que en los ratones
en estudio hubo diferencias en el grado pero no en la forma en cdmo se comporté

dicho indice.

Las modificaciones por el tratamiento exdgeno con rhGH en LPO o la muerte celular,
solamente se pudieron observar comparando con las dietas suministradas y paralas
diferentes edades (Tabla 9). Asi, la disminucién de LPO fue similar para los adultos
que consumieron las dietas con lactoalbumina, por efecto del tratamiento con rhGH
frente a los controles salinos (aproximadamente un 26%), y viejos tratados con
rhGH alimentados con la dieta del 14%, mientras que los viejos tratados con rhGH y
alimentados con 20% experimentaron un efecto de mayor descenso de LPO de
aproximadamente el 40%. Es decir que en los animales experimentales el
tratamiento hormonal pareci6 tener un efecto beneficioso sobre la lipoperoxidacion
de los hepatocitos, y este tratamiento parecié potenciarse en los ratones mas viejos
cuando se les suministré una dieta de alto contenido en lactoalbiimina. En cambio,
el tratamiento con rhGH llevo a incrementos notables del indice de muerte celular
en todos los grupos respecto a los controles salinos, presentando en todos los grupos
tratados con GH incrementos por encima del 100%. Sin mas pruebas realizadas seria
probable que el incremento de dicho indice se pudiera haber debido a un

incremento del recambio celular e incremento de la apoptosis celular
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Efectos deletéreos de las dietas con lactoalbiimina

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo llevaron a pensar que los adultos
de los ratones sometidos a las dietas experimentales que contenian lactoalbumina
en distintas concentraciones (14 y 20%) podrian haber sufrido problemas

precisamente debidos a las dietas suministradas.

Estos efectos deletéreos, como se han discutido previamente, consistieron en dos
tipos claramente diferenciados y probablemente no relacionados entre ellos, que
fueron: un efecto aterogénico con diversos matices y un efecto esteatogénico

hepatico.

A continuacion, en esta discusidn, se procedera al andlisis de ambas circunstancias
y los estudios que se llevaron a cabo para intentar dilucidar la naturaleza de estos
efectos. En primer lugar se revisaran tanto las dietas experimentales como la dieta
de control que se emplearon para poder contrastar si efectivamente fueron las
dietas el origen de dichos efectos. Posteriormente se estudian los posibles factores
dentro de esas dietas para que puedan originar esos comportamientos. Finalmente,
se incluyen y estudian las evidencias de los citados efectos negativos de las dietas

experimentales que contenian lactoalbtimina.

Dietas experimentales

Las dietas experimentales con lactoalbumina utilizadas tienen origen, con

modificaciones posteriores, de las recomendaciones para dietas experimentales
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AIN-93 (Reeves, Nielsen y col. 1993), que a su vez estuvieron basadas en las
experiencias previas de las dietas AIN-76, para normalizar y reducir la variabilidad
entre los diferentes experimentos en materia de nutriciéon con roedores. Surgieron
estas dietas, precisamente, debido al hecho comprobado de que la utilizaciéon de
dietas basadas en cereales o en ingredientes naturales eran mucho mas variables en

sus resultados (Reeves, Nielsen y col. 1993).

Ya en su exposicion de los estandares de las dietas Reeves y colaboradores
sefialaban la posibilidad de que no siempre pudieran ser adecuadas estas
recomendaciones y dejaban en manos de los investigadores la responsabilidad de
su utilizacion. Dentro del estandar citado se diferenciaban entre dietas de
crecimiento (AIN93G) y de mantenimiento (AIN93M), dependiendo del periodo
experimental en el que se fuera a someter al animal al experimento por el que se
administrara la dieta correspondiente. Se asume, por estos autores, una dieta como
ideal para los periodos relacionados con el crecimiento, gestacion, y lactacion
(AIN93G), y ademas, se incluye una formulacion (AIN93M) para el mantenimiento
de roedores adultos (14% caseina, 12% proteina). Sin embargo, no se consideran
propiamente a los animales viejos y se asumiria que consumieran el mismo tipo de
dieta de mantenimiento que consumen los roedores maduros. Por otra parte,
posteriormente, también se ha contemplado la modificacién por utilizaciéon de
diferentes tipos de proteinas y entre ellas se encuentra la albumina y la
lactoalbiimina como diferentes posibilidades comerciales estandar (dietas #110754

y #110954, Dyets Inc. EE.UU.), es decir que las dietas utilizadas en este experimento
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se formularon dentro de los estandares de lo que se podria denominar dietas

experimentales..

Dieta comercial control

Para comprobar esta posibilidad, se utiliz6 un grupo de ratones con una
alimentacion con dieta control de las mismas edades, adultos y viejos, y sometidos a

los mismos tratamientos que los grupos de ratones experimentales.

La dieta comercial control de mantenimiento que se emple6 (dieta de
mantenimiento de ratas/ratones A04, Panlab, Barcelona, Espafia) fue la que se
utiliza habitualmente en el Animalario de la Seccion Departamental de Fisiologia de
la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, tal como se

indica igualmente en la secciéon de Material y Métodos de esta tesis doctoral.

Estos grupos de ratones que consumieron dieta de control comercial no mostraron
los problemas encontrados en aquellos ratones que fueron sometidos a las dietas
experimentales con lactoalbiimina. La dieta consumida por estos grupos de control
formulada por la firma comercial con un 12% de proteinas que proceden de dos
fuentes: proteinas de pescado en un 4% y proteinas vegetales (soja, levadura) en un
8%; mientras que presenta un contenido en cereales, salvado y harinilla del 83,9%.
En la composicion centesimal del alimento se tiene segin indicacion del fabricante:
16% de proteinas, 3% lipidos, 4% fibra, un 60% glucidos de los cuales solo hay un
2% de azlcares. Como se puede comprobar hay diversas caracteristicas

diferenciales de esta dieta de mantenimiento comercial con la dieta experimental.
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Basicamente, proceden esas diferencias del empleo de materia prima precisamente
menos purificada, es decir fuentes proximas a los alimentos comunes: cereales,

pescado, soja, etc.

Posibles efectos adversos de las dietas experimentales

Como se ha sefalado, resulté necesario determinar la causa o causas por las que se
pudo producir los efectos negativos en los ratones sometidos a las dietas

experimentales.

Tipos de proteinas de las dietas y aterogénesis

Los tipos de proteinas recomendadas en las versiones iniciales de AIN93 son de
origen exclusivamente animal y con total ausencia de proteina vegetal, y por tanto
carecen de fitoestrégenos y de otros fitoquimicos que aparecen en las dietas que
incorporan fuentes alimentarias vegetales (Pellizzon 2008) (Thigpen, Setchell y col.
1999); modificaciones comerciales posteriores de AIN93 si contemplaron la
posibilidad de utilizar como fuente de proteinas las de origen vegetal como soja o
gluten (Dyets Inc. EE.UU.). Sin embargo, la presencia de fitoestréogenos no seria
necesariamente siempre deseable o por lo menos también se ha puesto en duda por
su posible efecto hormonal estrogénico y sus posibles efectos deletéreos (Thigpen,
Setchell y col. 1999). En el presente trabajo, sin embargo, los resultados parecen

sefialar a que la dieta suministrada, sin fitoestrégenos y con proteina animal, se

239



Discusion

comportaria como proaterogénica y la utilizacion de unos componentes purificados
en su elaboracidon, ademas de la ausencia de proteinas vegetales sugiere que
llevarian hacia ese comportamiento sobre la salud cardiovascular (Pellizzon 2008),
también se ha descrito el posible efecto negativo en ese sentido de la salud
cardiovascular de una dieta basada en la lactoalbimina frente a otro tipo de dietas
(Lopez-Oliva, Nus y col. 2009). Ademas del efecto beneficioso de los fitoquimicos
también se ha sefialado a la accién de la diferente composiciéon entre las dietas
basadas en proteinas de origen animal que se considera que pueden originar
hipercolesterolemia y aterosclerosis, frente a las que contienen otro tipo de
proteinas como las vegetales con una menor razon lisina:arginina como la que se
encuentra en la proteina de soja, con efectos antagénicos sobre las patologias
cardiovasculares (Sanchez, Rubano y col. 1988) (Ni, Tsuda y col. 2003). También
Blair y colaboradores indican que en el hamster alimentado con caseina o con
lactoalbimina se presenta un mayor nivel de lipoproteinas LDL-colesterol y
aterosclerosis frente a aquellos animales alimentados con proteina de soja (Blair,
Appt y col. 2002), ademdas que el efecto es mayor para los animales de sexo
masculino, estos autores atribuyen el efecto a la presencia de los fitoestrégenos. Por
tanto, se propondrian con preferencia este tipo de proteinas por sus posibles
beneficios para la salud, aunque todavia no estarian resueltos todos los aspectos
sobre los alimentos antihipercolesterolémicos y antioxidantes (Saita, Kondo y col.

2015).

Ademas del tipo de proteina y de la presencia de fitoquimicos, un tercer factor

nutricional podria haber tenido importancia en los efectos de las dietas
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experimentales sobre los animales en estudio sometidos a estas dietas fueron los
hidratos de carbono, tanto la cantidad como la calidad de los mismos, ya que a pesar
de incorporar almidén (de maiz) y fibra también incorpora sacarosa (un 10%); son
productos muy refinados con indice glucémico alto y con capacidad para promover

un incremento de aterogénesis y diabetes (Liu 2002) (Maki y Phillips 2015).

En definitiva, per se, cualquiera de estos factores podria determinar una tendencia
hacia un estado favorable a la aterogénesis. Si ello es asi, pareceria que cualquiera
de los factores o la suma o la circunstancia producida por la interaccién entre los
mencionados factores nutricionales: alto nivel de hidratos de carbono purificados,
lactoalbiimina, ausencia de fitoquimicos podrian haber dado lugar o potenciado

dicho efecto.

Ademas en las etapas de la vida del estudio, esto es madurez y vejez, el efecto podria
desencadenar una respuesta negativa mas profunda. A este respecto conviene
recordar que AIN93 fue inicialmente una dieta recomendada para determinados
periodos de vida de los roedores y deja en el aire la conveniencia de su utilidad en
otras (Reeves, Nielsen y col. 1993). Ello es relevante si se atiende a la posible
traslacion de resultados a la poblacién humana, que en muchas ocasiones y cada vez
con mas frecuencia, parece orientar su alimentacién hacia fuentes de sustratos
hidrocarbonados muy purificados y proteinas de origen lacteo, por ello fuera
conveniente ampliar el estudio de la posible interaccién de ese tipo de alimentacién

con nutrientes purificados y su efecto sobre la salud cardiovascular en la vejez.
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Posible estado de esteatosis hepdtica mediada por las dietas experimentales

Evidencias de alteracién hepdtica

En este trabajo se constat6 la apariciéon de una serie de signos compatibles con un
estado de alteracion hepatico en los ratones adultos, pero no en los viejos, que
fueron sometidos a la ingesta de las dietas experimentales con lactoalbiimina.
Tampoco aparecieron esos signos en los animales alimentados con la dieta de
mantenimiento comercial. En cualquier caso, se tuvo en cuenta que: 1) la causa
pareci6 provenir de las dietas experimentales y 2) afect6 diferencialmente a ratones

adultos y viejos.

Para llegar a la comprobacion de esas posibilidades también se tuvieron en cuenta
una serie de circunstancias. En primer lugar, los animales adultos mostraron una
disminucién significativa (86%) de la actividad PON1 comparada con la que
presentaron los viejos (Tabla 8). Ello result6é sorprendente, teniendo en cuenta la
mayor tendencia a sufrir aterosclerosis con la vejez y dada la relacion de la actividad
de dicha enzima con el estado aterogénico y el empeoramiento de dicho estado con
la vejez. Es decir, que precisamente los viejos tendrian que haber mostrado valores
menores de PON1 que los adultos, cuando precisamente fue lo contrario. Entre las
posibles explicaciones para una disminucion de la actividad de PON1 se ha descrito
que los pacientes con diversas alteracién hepaticas crénicas presentan esta
caracteristica (Keskin, Dolar y col. 2009), e incluso recientemente se ha propuesto
su validez precisamente como indicador de higado graso en animales (Farid,
Honkawa y col 2013). Por otra parte el efecto aterogénico de las dietas con

lactoalbimina tal como se ha discutido previamente podria haber sido también
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inductor de alguna forma de la alteracién hepatica. Sin embargo, en vista de lo
expuesto no parecio verosimil que ésta ultima fuera la causa de la disminucion de la

actividad de PON1 en los adultos frente a los viejos alimentados con dichas dietas.

En segundo lugar, se realizé6 un examen microscépico de cortes histolégicos del
higado (Imagenes 1-6). Se pudo comprobar que los ratones adultos alimentados con
las dietas experimentales que contenian lactoalbumina en los dos niveles de
proteina (14 y 20%), presentaban infiltraciones grasas muy significativas en los
hepatocitos (dietas 14% y 20%, Imagenes 1a y b). Por el contrario, en los ratones
viejos a los que se suministraron las mismas dietas mostraron una ausencia de
dichas inflitraciones grasas en los hepatocitos de las preparaciones histologicas
correspondientes (dietas 14% y 20%, Imagenes 22 y b). Por otra parte, los cortes
histolégicos de ratones adultos y viejos pero alimentados con la dieta comercial de
mantenimiento (control) mostraron un parénquima hepatico normal, con ausencia
de las alteraciones mencionadas (Imagenes 5 y 6). Es decir, que parecié haber
suficiente evidencia para sugerir que la ingesta de las dietas con lactoalbiimina,
precisamente en el periodo de edad de los 6 meses y no de los 18 meses indujo en
los animales algtn tipo de alteracién hepatica de higado del tipo esteatosis hepatica
o higado graso no alcohdlico (Buque, Aspichueta y col. 2008). No es posible ofrecer
en este momento una explicacidn mucho mas contrastada de ese comportamiento
diferencial por la edad que la posibilidad de una relacion con el nivel del
metabolismo, mas ralentizado en el viejo y que de alguna forma hace que no se vea
afectado por la imposicion del efecto deletéreo de la dieta. En este sentido, los

ratones viejos presentaron un desarrollo de colon mayor, como se discuti6
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previamente, sefialando quiza la posibilidad de una mayor necesidad de
aprovechamiento de los alimentos y quiza unos menores problemas en los

momentos de esos aprovechamientos.

Por otra parte, la administraciéon exégena de rhGH pareci6 llevar a una disminucién
significativa de la infiltracion grasa en el tejido hepatico de los diferentes grupos de
ratones en estudio, independientemente de la dieta que consumieran e
independientemente de la edad de los mismos, contrarrestando, por tanto, el
aparente efecto inductor deletéreo encontrado en los animales adultos alimentados
con las dietas experimentales conteniendo lactoalbimina (Imagenes 3-4). A este
respecto hay que hacer notar la extensa y sélida evidencia acerca de la reversion de
la enfermedad de higado graso no alcohélico que se consigue terapéuticamente
desde algunos afios mediante la administracion exégena de GH (Takahashi, lida y
col. 2007), aunque recientemente se esta contemplando el tratamiento no solo de
aquellos pacientes GH-deficientes, sino también de los que padezcan alteracion
hepatica independientemente de su origen (Matsumoto, Fukuoka y col. 2014). Es
decir, el beneficio en el tratamiento de la enfermedad de higado graso no alcohélico
con GH no dependeria, evidentemente, del origen multifactorial de dicha patologia
y en cualquier caso, como sefialan los diferentes autores desde que se comenzo a
administrar GH para su tratamiento, se consigue resolver dicho estado que puede

derivar a estados patologicos de mayor gravedad como cirrosis, etc.

Por todo ello se puede sugerir con bastante verosimilitud las aseveraciones acerca
del efecto deletéreo de la dieta sobre el higado que se han ido discutiendo en este
trabajo. Seria conveniente determinar con precision la naturaleza de dicho efecto y
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las consecuencias, asi como la posibilidad de que un efecto similar pudiera afectar a

los adultos y ancianos.
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1

2)

3)

4)

5)

La influencia de los factores EDAD, TRATAMIENTO y DIETA sobre los
parametros estudiados en los ratones BALB/c adultos y viejos, tratados con
rhGH y salinos, alimentados con ambas dietas con lactoalbumina fue variable,
pero aunque la EDAD y el TRATAMIENTO fueron los factores mas
significativos, la DIETA también influy6é sobre el perfil lipidico presento
interacciones con los otros factores.

La razon proteina/grasa corporal fue el mejor indicador para conocer la
utilizacién de sustratos de la dieta por los ratones en estudio.

El tratamiento con rhGH incrementé significativamente el peso corporal y la
ganancia de peso, asi como la masa magra de todos los ratones, adultos y
viejos, a través del incremento de la eficacia alimentaria y direccionando los
sustratos hacia masa magra. El nivel proteico del 14% parecié suministrar
un nivel adecuado de sustratos ya que el indice proteina/grasa fue mas
favorable que el que presentaron los ratones que ingirieron la dieta del 20%,
aunque los pesos corporales de los primeros fueran inferiores.

El nivel proteico del 20% de lactoalbiimina pareci6 resultar excesivo en la
dieta de los ratones viejos salinos ya que les llevé a un mayor depdsito graso
y una razon proteina/grasa desfavorable, asi como también en los ratones
tratados con rhGH, ello parece sugerir la necesidad de ajustar con mucha
precision el nivel proteico de la dieta en animales o humanos en tratamiento
hormonal.

La ingesta de dietas con lactoalbimina se mostraron proaterogénicas en los
ratones BALB/c. En los ratones adultos ademas del efecto aterogénico se

encontraron una serie de alteraciones compatibles con un cuadro de
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6)

7)

esteatosis hepatica; por el contrario, la ingesta de estas dietas no parecio
afectar el estado hepatico de los ratones viejos en las mismas condiciones
experimentales.

La actividad sérica de la enzima paraoxonasa (PON1) que originariamente se
propuso como indice de riesgo aterogénico y oxidacion lipidica resulto
modificada por la alteracién hepatica mediada por la ingesta de las dietas con
lactoalbiimina en determinadas circunstancias.

La administracién exégena de rhGH a los ratones BALB/c adultos
alimentados con ambas dietas con lactoalbiimina parecié revertir la
alteracion hepatica y aumentar significativamente la actividad sérica de la
enzima paraoxonasa (PON1), mejorando, por tanto, el perfil lipidico de los

ratones en estudio.
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A- Ratones adultos de 6 meses de edad

CA- Ratones control (salinos) adultos (6 meses)

CC- Ratones con dieta control

CV- Ratones control (salinos) viejos (18 meses)

DNA- Acido desoxirribonucleico

GH- Hormona de crecimiento

GHBP- Proteinas transportadoras de la hormona de crecimiento
GHR- Receptor de la hormona de crecimiento

GHRH- Hormona liberadora de la hormona de crecimiento
HDL- Lipoproteinas de alta densidad

IGF-1- Factor de crecimiento de la insulina 1

IGFBP- Proteinas transportadoras de IGF-1

IA- Indice aterogénico

[P- Ingesta proteica

IT- Ingesta total

LPL- Lipoproteinas de baja densidad

LPO- Lipoperoxidacion

PCD- Muerte celular programada

PON1- Paraoxonasal

RE- Restriccion energética

rhGH- Hormona de crecimiento recombinante humana
RNA- Acido ribonucleico

ROS- Radicales libres de oxigeno

s- Raton control salino

TG- Triglicéridos
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VHDL- Lipoproteinas de muy alta densidad
VLDL- Lipoproteinas de muy baja densidad

V- Ratones viejos de 18 meses
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