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INTRODUCCION



I. EL ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un proceso muy familiar para todos nosotros, lo vivimos
dia a dia abservéndols en los seres vivos que rios rodean y aunque nos pese también en
nosotros mismos. Sin embargo, a pesar de ser un fendmeno tan familiar, todavia no estan
claros los mecanismos bicldgicos por los cuales envejecemos, 0 por qué unas personas
envejecen mas rapido gue otras e incluso porque existen especies muy longevas comoe es

el caso del hombre vy sin embargo hay otras especies con periodos de vida muy cortos.

El fin de la vida individual es esencial para la evolucién. Esta es la idea que
subyace en la primera teoria evolucionista sobre el envejecimiento, la cual fue sugerida por
Weissman hace méas de 100 afos. En esta teoria, el envejecimiento era considerado
necesario para que (os individuos murieran y as{ evitar que [0os organismos compitieran con
sus progenitores por la comida y el espacio. La seleccidon natural podria utilizar un gran
rango de opciones y combinaciones de procesos gue garantizarian el fin de las vidas

individuales,

La seleccion natural no actuaria en el hombre de la misma manera que en el
resto de animales pues no estamos sometidos a los peligros que suponen una vida salvaje
y el progreso y los avances en ciencia y medicina han conseguido aumentar en {os Ultimos
afios la esperanza de vida, aunque si bien es cierto que la longevidad maxima continua
invariable y es exactamente la misma para los individuos africanos de hace 50.000 afos
que para la poblacidn humana actual, la diferencia es Unicamente un aumento en el

porcentaje de supervivencia (fig 1.1).

La longevidad maxima se entiende como la edad méxima alcanzada por los
individuos de una especie, algunos autores usan el Gitimo 10% de una poblacion. La
longevidad mdxima es un valor constante y caracteristico de cada especie. La longevidad
méaxima (MLSP) se ha usado como estimador indirecto de la tasa de envejecimiento en

mamiferos (Cutler, 1988).
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La tasa de envejecimiento se define como la tasa media de declive desde el
maximo de su capacidad de un gran ndmero de diferente funciones fisioldgicas (Cutler,

1988).
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Fig 1.1.- Curvas de supervivencia de humanos bajo diferentes
condiciones ambientales. Se observa diferente vida media pero constante

vida méxima en los cuatro tipos de curva. (Cutler, 1984).

La longevidad se modifica por factores como la temperatura: los animales
poiguilotermos como insectos y reptiles viven mas tiempo a bajas temperaturas. Por
ejemplo, Drosophila tiene una vida media de 120 dias a 10°C pero sélo de 14 dias a 30°C.
Esto parece ser debido a que el aumento de temperatura afecta aumentando la actividad
metabdlica y el consumo de oxigeno. De hecho, hay evidencias de la correlacién inversa
entre la tasa metabdlica especifica de los animales y su longevidad, por lo que en general
animales grandes consumen menos oxigeno por unidad de masa corporal que los pequefios

y adeamas viven mas que éstos (Rubner, 1908; Pearl, 1928).

Los insectos consumen mucho mas oxigeno mientras vuelan que cuando
estdn en reposo. En relacién con la tasa metabdélica y longevidad R. 5. Sohal (Schal y
Allen, 1986} estudid las curvas de supervivencia de Musca domestica y observé que

cuando se les limitaba el ejercicio se producia un incremento de longevidad respecto a las
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que volaban libremente, y esto era mas agudo cuanto més privadas de movimiento estaban
las moscas (fig 1.2), aunque el disefio experimental utilizado ha sido fuertemente criticado.

100

Yercentitile surviving

20

Age {days)

Fig 1.2.- Efecto de la actividad en la longevidad de Musca domestica.
Las letras respresentan grados distintos de actividad, siendo A el mayor

grado de actividad y D el menor. (Sohal y Allen, 1988).

La longevidad media como hemos visto es un valor que se puede modificar
por muchos factores, en el hombre se ha conseguido por los progresos en medicina,
higiene etc, pero sin embargo ia longevidad méxima es invariable. La dnica manipulacién
que ha conseguido aumentar la longevidad maxima ha sido la restriccién caldrica siempre
que se iniciara, segdn algunos autores, durante la fase temprana de crecimiento. Cualquier
teoria de envejecimiento que se proponga ha de tener en cuenta y explicar las diferencias
de fongevidad méxima entre las distintas especies tanto como su valor constante dentro

de cada especie.

Se han propuesto ya més de 300 teorias sobre el envejecimiento y el nimero
continua aumentando. Esto es el resultado de los rapidos progresos en el conocimiento del
fenémeno biolégico y a la aplicacién de nuevas técnicas y métodos a la investigacién sobre
el envejecimiento. Aungue muchas teorias estdn basadas en una causa Unica, es de
consenso bastante general que el envejecimiento es un fenémeno multicasual, y hablar de

una unica causa de envejecimiento seria un enfoque muy reduccionista de un fenémeno
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tan complejo. Es por elio que muchas de las teorias pueden coexistir porque no se
contradicen, o porque intentan explicar diferentes formas de envejecimiento (Medvedev,

1990).

La clasificacion de una manera racional de las teorias de envejecimiento es
una tarea dificil. Se pueden ver agrupadas estas teorias en la bibliografia de muchas
manera pero la clasificacion mds actua!l seria la que separa a las teorias en dos grupos

principales: teorias de envejecimiento programado vy teorias de acumulacién de errores.

Las teorias de envejecimiento programado proponen la existencia de una
secuencia de sucesos codificados por el genoma que conducirian al envejecimiento. Una

de la evidencias que apoyan este tipo de control genético seria el caso de salmones como
Oncorhynchus nerka kennerlyi, cuyo ciclo de vida finaliza cuando realiza la migracion para
desovar, y en las semanas siguientes al desove este salmén muere. Parece ser que todas
las variaciones morfoldgicas vy fisioldgicas degenerativas que acontecen en estos salmones
estdn bajo control hormonal, la castracién de salmones inmaduros retrasa marcadamente

estos cambios degenerativos.

l.a progenia humana (Sindrome de Hutchison-Gilford y sindrome de Werner)
también proporciona evidencias de que pocos genes pueden tener importante efectos sobre
el envejecimiento. Sin embargo, esos sindromes de envejecimiento prematuro con una base
genética clara, no muestran muchas de las caracteristicas del envejecimiento normal y por

ello no puede ser considerados como envejecimiento acelerado.

Una cuestion a tener en cuenta es que los animales salvajes rara vez llegan
a ser viejos, y normalmente mueren en la época juvenil. Asi la naturaleza es poco probable
que haya favorecido el desarrollo del envejecimiento genéticamente programado. En el
hombre aunque en la actualidad ia esperanza de vida esté en 75 afos, en tiempos
prehistéricos era de 18 afios, por lo que estariamos en el mismo caso que el resto de los

animales.

Existe una correiacién positiva de la eficiencia en reparar el DNA vy la
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longevidad alcanzada en cada especie. Por estas observaciones se ha pensado en ia
existencia de "genes determinantes de longevidad”, idea desarrollada por Cutler.
Apoydndose en la teoria de radicales libres éstos serian genes que codificarian, entre otras,
para enzimas antioxidantes. Cutler sugiri6 que cambios en la regulacién genética
permitirfan tener concentraciones mas altas de antioxidantes en los individuos mas
longevos. Las diferencias entre especies en o que se refiere a su longevidad maxima no
se deberian a la existencia de genes distintos sino a la extensién con gue estos genes son
expresados. Asi, lo que variaria serian los genes reguladores no los genes estructurales.
La longevidad maxima segun Cutler seria un reflejo de las caracteristicas genéticas de una

especie para contrarrestar su procesos de envejecimiento intrinseco.

Las teorias de acumulacién de errores se basan en |la idea de que se produce
menor reparacion y mantenimiento del requerido para la supervivencia indefinida del

individuo,

La teoria de error catastréfico es una de estas teorias encuadradas como de
acumulacién de errores. Fue introducida por Orgel en 1963. Propone que los errores en la
transcripciéon de RNA y su traduccion en proteinas conducirian a la acumulacion de
proteinas alteradas no funcionales con la edad de las células. La acumulacion de estas
proteinas llevaria al final a un error catastrofico que conduciria a un funcionamiento
anormal, una pérdida de homeostasis y a la muerte celular. Otro factor que podria estar
implicado seria el mecanismo proteolitico, encargado de degradar proteinas anormales, que
podria disminuir también con la edad. Sin embargo y en contra de esta teoria no hay
evidencia de que exista acumulacién de proteinas anormales en la mavyoria de los tejidos

de animales viejos.

La teoria de radicales libres y el envejecimiento fue propuesta por Harman
en 1956. Propuso que la causa basica det envejecimiento a nivel celular seria el ataque
continuo a las macromoléculas (DNA, lipidos, proteinas) debido a la presencia de radicales
libres. Los radicales libres de oxigeno son producidos durante el metabolismo normal en
la cadena de transporte mitocondrial. En la via univalente de reduccién del oxigeno hasta

H,O se forman intermediarios incompletamente reducidos como son O, (radical
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superéxido}, H,0, (perdxido de hidrégeno, que no es radical pero puede generarlos) y OH
{radical hidroxilo}. En el fiujo normal de esta cadena se producirian "escapes” y asi la

utilizacién de oxigeno por las células da lugar a la generacién de radicales.

Los organismos disponen de defensas antioxidantes que contrarrestan este
dafio producido por radicales pero su eficiencia no es del 100% por lo que alo largo de su
vida el individuo esté siendo atacado continuamente por estos radicales de oxigeno y asi

8stos jugarian un pape! importante en el proceso de envejecimiento,

Se sabe que existe una correlacién negativa entre ia tasa metabdlica
especifica y la longevidad maxima entre las distintas especies de mamiferos (Rubner,
1908, Pearl, 1828). Esto podria interpretarse desde el punto de vista de la teoria de los
radicales libres y el envejecimiento. Se sabe que en muchas especies de mamiferos el
producto de longevidad médxima y tasa metabdlica especifica tiene un valor constante
(Rubner, 1908; Pearl, 1828}, denominadc potencial energético vital {LEP} (Cutler, 1886)
{fig 1.3).
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Fig 1.3.- Correlacién entre longevidad méxima (MLSP) y tasa
metabdlica (SMR) de varias especies de mamiferos. Potencial energético

vital de las diétintas especies (LEP). {Cutler, 1986).



introduccidn 8

Este valor nos da una idea de la capacidad metabdlica, en humanos este

valor es extraordinariamente alto.

Sohal también realizé estudios sobre las relaciones entre la tasa metabdlica
y el envejecimiento en Musca domestica. Como ya se cité anteriormente, aquello que hacia
que aumentara la tasa metabdlica (ejercicio, temperatura) se traducia en una disminucion

de la longevidad {Sohat y Allen,1286}.

El aumento de la tasa metabdlica, se traduce en un incremento del consumo
de oxigeno. Asi el flujo de electrones a través de la cadena de transporte mitocondrial
aumentaria y la generacién de radicales libres seria mayor. No se trata de que la
mitocondria sea mas ineficaz, sino simplemente de que al haber mas flujo hay mas fugas.
Par ello y basdndonos en la teoria del dafio producido por radicales libres, los amimales con
tasa metabdlicas més altas tendrian menor longevidad por estar mas expuestos al dafio por

radicales.

Segun lo explicado previamente el efecto de los radicales libres de oxigeno
ha de ser contrarrestado o reducido de alguna forma. Segun Cutler estos mecanismos de
"antienvejecimiento" estarian codificados por los "genes determinantes de longevidad”,
nombrados anteniormente. Cutler senala que el envejecimiento seria el resultado de
procesos de desdiferenciacion celular y el papel principal de los genes determinantes de
longevidad seria estabilizar la propia diferenciacién de las células. Los radicales libres
podrian alterar el estado de diferenciacion de las células y los antioxidantes enddgenos
(productos directos o indirectos de estos genes) protegerian contra estos efectos, estos
antioxidantes serian enzimas como superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) etc. o

antioxidantes no enzimaticos como el dcido ascdrbico entre otros, (Cutier,19886).

Cutler denomina a estos antioxidantes "potenciales determinantes de
longevidad” siempre que correlacione positivamente su concentracién entre la tasa
metabdlica frente a la longevidad maxima. Este autor obtiene una serie de correlaciones
positivas como son para la SOD, carotencides, alfa-tocoferol, dcido Urico, no obtiene

correlaciones con ascorbato y retinol, y correlaciones negativas con catalasa, giutation
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{GSH) y glutatidn peroxidasa {GPx). Con respecto a estos valores hay que tener en cuenta

que se refieren a concentracién del antioxidante dividido por la tasa metabdlica. Si lo

hacemos sin dividir entre la tasa metabdlica, las correlaciones positivas, gue son ias gue

favorecerian esta teoria, no se dan. Respecto a esta Gltima consideracién trabajos recientes

realizados por el grupo de investigacidn al que pertenezco, utilizando 8 especies de

vertebrados han mostrado que la correlacidn entre antioxidantes y longevidad méxima es

esencialmente de cardcter negativo.

En estudios descriptivos sobre envejecimiento de autores como Scohal y Allen

(Schal et a/., 1983; Sohal y Allen,1986) realizados en Musca domestica se observa que

los sistemas antioxidantes (SOD, CAT, GSH, vitamina E) tenderian a disminuir durante el

envejecimiento, mientras que el dafio inducido por radicales libres (sustancias TBA -4cido

tiobarbitdrico- positivas, n-pentang, GSSG, peréxidos inorgdnicos) parece aumentar con
la edad (fig 1.4).
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antioxidantes (a) y en la concentracién de distintos productos de reacciones
de radicales libres (b) en machos de Musca domestica. (Sohal y Allen,
1986).
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Fig 1.4.- Cambios asociados con la edad en las defensas
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En trabajos recientes realizados por Sohal en Drosophila (Sohal et al., 1980)
y trabajos realizados en mamiferos recientemente por mi grupo de investigacion se observa
que los descensos de antioxidantes con la edad no son tan evidentes. También se ha
descrito correiacién entre longevidad maxima y generacién de radicales de oxigeno por
parte de mitocondrias /in vitro.

Miquel, en relacién con la teoria de los radicales libres y envejecimiento, da
un papel central a la mitocondria, afirmando que el envejecimiento celular esta asociado
a lesiones del genoma mitocondrial por los radicales libres que se forman,como ya hemos
descrito.en la membrana interna de estos organulos. Segun esta hipétesis las células fijas
post-mitéticas sufren un "envejecimiento mitocondrial” debido al intenso metabolismo
aerobio. Por el contrario, las células que se replican rdpidamente no sufren este atague

pues tienen una menor utilizacién de oxigeno (Miquel et a/., 1980).

La lipofucsina es uno de los pocos marcadores del envejecimiento tisular de
caracter universal. La primera descripcion de pigmentos intracelulares conocidos como
lipofucsina fue hecha por Hannover en 1842 cuandao descubrid su presencia en neuronas.
Se acumula en cantidades que se incrementan con Ia edad aumentando tanto el nimero
de granulos como el tamarfio de estos. En apoyo con la teoria de los radicales se sabe que
los tejidos metabdlicamente mas activos tienen mayor deposicién de lipofucsina. En
Musca domestica, por eiemplo, la lipofucsina contenida en el musculo aumenta con el
ejercicio. Ademds las moscas mas activas acumulan ef pigmento mas rdpidamente y viven
durante menos tiempo. Este pigmento se acumula normalmente en neuronas y mdsculo
cardiaco debido a su incapacidad para dividirse. En otros tejidos el recambio normal de las
células puede eliminar la lipofucsina. La deposicién de lipofucsina no es un proceso
irreversible, pues la centrophenoxina disminuye el nimero de grédnulos en el sistema
nerviosc central. En trabajos recientes realizados por nuestro grupo de investigacion hemos
observado que cuando se inducia la capacidad antioxidante debido al tratamiento con 3-
amineg-1,2,4 triazol (inhibidor de catalasa) disminuia en ranas viejas la deposicién de
lipofucsina en neurcnas, respecto a ranas viejas no tratadas. Hoy se acepta que la
lipofucsina no produce dafio ala célula y representa la acumulacién de material de desecho

no eliminable, aungueg es cierto gue en algunos casos ocupa bastante, el 28 % del volumen
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intracelular en neuronas rata de 28 meses y en centenarios humanos hasta el 75%.

Como conclusién podriamos decir que no estd muy clara la implicacion de
los radicales libres en relacién con el envejecimiento, aunque lo que si parece estar claro

es que éstos no serian la Unica causa del fenémeno del envejecimiento.

Il. RESTRICCION CALORICA

1.- Aspectos generales

La Unica estrategia reconocida entre los gerontdlogos como capaz de actuar
aumentando la vida maxima vy retardar los procesos del envejecimiento en los animales,
es la restriccién caldrica. Como se puede observar en la figura 2.1, la restriccién calérica

aumenta tanto la vida media como la maxima, hasta incluso el 50%.

Percent Surviving
33
[

40 -
A —
30 R
20 | -
|O§ 2 e
OS2 8 12 6 20 24 28 32 36 40 44 a8

Age (months)

Fig 2.1.- Curvas de supervivencia de ratas macho F344, alimentadas
ad fibitum {A 6 1) o restringidas, las cuales comian el 60% de la ingesta de
las ad /ibitum (R 6 2) (Masoro E. J., 1992).

Hay que tener en cuenta que la restriccion calérica, normalmente del 30%

0 40%, se debe entender como una reduccion de la ingesta de calorias, pero sin que esto
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vaya acompafado de una menor ingesta de otros nutrientes esenciales como son las

vitaminas y minerales, es decir, debe haber "restriccién sin malnutricién”.

En los afos 30, Clive McCay y colaboradores {McCay et af.,1935)
restringieron la ingesta a ratas, empezando dicha restriccion en el periodo de destete. Estos
investigadores encontraron gue estas ratas sobrevivian durante el primer afo de vida
mucho mas que aquellas ratas que se le permitié comer cuanto querian (ad fibitum). La
hip6tesis de este grupo era que el envejecimiento ocurria sélo después de que el
crecimiento y el desarrolio hubieran finalizade, por consiguiente, el fendmeno del
envejecimiento puede ser prevenido mediante la restriccién caldrica debido a que se

producia una disminucidén en |a tasa de crecimiento y desarrollo.

Este importante hallazgo de McCay, apenas fue continuado por nuevas
investigaciones en este campo hasta 30 afios después. Los pocos trabajos realizados en
este periodo mostraban que la restriccion calérica retardaba la aparicién y la progresion de

neoplasias y otras enfermedades asociadas con la edad.

En los primeros anos de la década de los 70 se revivid de nuevo el interés
por fa restriccidon caldérica. Se vio que su efecto en la extensidn de la vida, es un fenémeno
gque ocurre en una gran variedad de cepas de ratas y ratones de ambos sexos y dentro de
una gran variedad de condiciones experimentales; también se ha visto que este efecto se
da también en moscas, peces, y actualmente el grupo de Donald K. ingram {Ingram et a/..

1990) esta realizando este tipo de estudios en primates.

La idea inicial propuesta por McCay et al. en 1935, en la que se afirmaba
que el efecto sobre la extension de la vida debido a la restriccidn caldérica era debido a un
retraso en el crecimiento y desarrollo ha sido desplazada, segun algunos, por trabajos en
los que se inicid la restriccidn caldrica tanto en la etapa de destete como en la etapa de
adulto, (fig 2.2) en varias cepas de ratas y ratones; en estos trabajos la vida media y la
maxima aumentaron en prédcticamente la misma extensién en los dos grupos (recién
destetados y adultos) con respecto al grupo ad libitum (Weindruch et a/., 1982; Masoro

et al., 1991). La idea que subyace a estos Ultimos experimentos es que la restriccion



introduccién 13

caldrica actuaria modulando los procesos primarios del envejecimiento, mas que a un
retraso en el desarrollo. Sin embargo, muchos autores describen un efecto mucho mayor

de la restriccién calérica cuando ésta se inicia durante el desarrollo.

[ Ad /ibitum Duractén de la vida en dies

B 80% de la Ingesta Ad /iditum
Meadia 10% de superviv. Maxima

Grupo1 [ 3 701 8§22 841
Grupo 2 (N 1067 1226 1296
Grupo 3 [N } 808 918 1040

Grupo 4 [ I 941 1177 1299

1 6 12
Edad {meses)

Fig 2.2.- Influencia del tiempo de iniciacién y duracién de la

restriccion catérica sobre la longevidad. {Masoro et a/., 1991},

2.- Efectos de la restriccidn caldrica

Como ya se vid en experimentos aislados entre los afios 30 y 70 se ha
observado que la restriccidn caldrica no sélo alarga la duracién de la vida, sino que retarda
los cambios con la edad que se producen en la mayoria de los procesos fisioldgicos y
produce importantes efectosretardando tambiénla mayoria de las enfermedades asociadas

con el envejecimiento. Entre otros, 10s efectos de la restriccién calérica son:
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- disminuye el incremento de colesterol en sangre con la edad {(Masoro E.

J. 1992).

- se ha comprobado que ratas viejas restringidas (machos CD-COBES) tienen

un comportamiento y una memoria similar a las ratas jovenes (Pitsikas N. ef a/.,1991).

- el sistema inmune se ve activado en el grupo de restringidos respecto al

grupo ad /ibitum, disminuyendo los efectos de la edad (Gilman-Sachs et a/.,1991).

- la tasa de sintesis de proteinas muestra un declive durante el
envejecimiento, siendo esto un cambio molecular reconocido ampliamente. La restriccidn
caldrica incrementa la tasa de sintesis de proteinas en el higado y el rinén durante el
envejecimiento, respecto a los animales alimentados ad /ibitum. En ambos grupos
disminuye la sintesis de proteinas durante el envejecimiento pero esto fue de un 35% a un
45% mdés alta en los animales restringidos (Rattan S.1.S., 1991). Se ha comprobado
‘igualmente que aumenta la degradacion y por lo tanto el turnover de proteinas es mayor

en animales restringidos que en animales ad /ibitum (Lewis et a/, 1985).

- en ratas Fischer 344 las principales enfermedades asociadas al
envejecimiento son nefropatias y cardiomicpatias; se ha viste que la restriccion calérica
influye en estos dos procesos. Se examinaron las ratas en el momento de su muerte
gspantdnea y se vid que el 68% de las ratas ad fibitum tenian nefropatias de grado 4 (la
severidad se midié en grados de 0 a 4) frente a las restringidas que sélo exibian grado 4
en un 1%. Estos resultados son todavia mas importantes si se tiene que cuenta que las
ratas restringidas eran mucho més vieias. En el caso de las cardiomiopatias en el momento
de la muerte el 19% del grupo ad flibitum tenia lesiones de grado 3 (O a 3) mientras que
los restringidos con este grado de dafio eran sélo 6%. Se valorg también el grado de
lesiones sacrificando animales a distintas edades tanto a los animales restringidos como
al grupo ad fibitum, analizando tanto rifiones como corazdén histologicamente. Los
resultados (fig 2.3) mostraron que el aumento en la severidad en las lesiones con la edad

era significativamente mayor en las ratas ad /ibitum que en las ratas restringidas.
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Fig 2.3.- Severidad de las nefropatias {a) y cardiomiopatias con la

edad en ratas ad /ibitum y restringidas.

- disminuye la incidencia de tumores (fig 2.4}, ya sean espontdneos o
inducidos, a la vez que retrasa su aparicién (Weindruch, 1989). La restriccién calérica
lograria esto actuando a nivel de la iniciacidn al ingerir menos carcindgenos, o reparando
mejor al DNA (ya que se ha comprobado que la restriccion retarda el declive con la edad
de la eficacia en la reparacién del DNA) {Weraachakul et a/., 1989); o actuando a nivel de
la promocién debido a una mayor respuesta inmune (Gilman-Sachs etal., 1991}, o auna
falta de energia para el crecimiento de tumores o a menares niveles celulares de especies

activas del oxigeno (Weindruch, 1989).

f
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TUMOR INCIDENCE {No Ceaes

-2
a

ale

8. 48 1 12 14
AGE {100 d Periods)

Fig 2.4.-Incidencia de tumores enratas Sprague-Dawley alimentadas
ad libitum: AL; restringidos desde el destete (21 dias) hasta su muerte: DR;
restringidos desde el destete hasta [os 70 dias de edad: DR—AL.
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3.- Mecanismos de accidn de la restriccién caldrigca

Todas estas acciones de la restriccidn calérica sobre la longevidad, fisiologia
y patologia nos proporciona una fuerte evidencia de gue la restriccién calérica retardaria
los procesos primarios del envejecimiento. Sin embargo, lo dificil de averig‘uar es cudles
sOn esos procesos primarios del envejecimiento y como realmente actua la restriccion
caldrica sobre ellos. Si bien de ella se conocen muchos de sus efectos, no se sabe sin

embargo cuales son los mecanismos de accién de este fenémeno.
A.- Mecanismo de accién a través de un nutriente especifico.

Uno de los planteamiento sobre como actua la restriccion caldrica ha sido
el pensar que sus efectos eran debidos a la restriccién de un nutriente especifico. La base
de esta idea estd en que los distintos elementos gnergéticos tienen una accién

potencialmente dafina.

Asi la glucosa, comoe sabemos reacciona de manera no enzimatica con los
grupos amino de proteinas y dcidos nucleicos que en dltimo término conducen a cambios
irreversibles en esta macromoléculas; ademéas la glucosa ha sido considerada como
mediador de los procesos del envejecimiento y de hecho algunas consecuencias a largo
plazo de la diabetes son similares a los deterioros observados durante el envejecimiento
normal. Entre [os efectos de la restriccion caldrica se encuentra el descenso en [0s niveles
plasmaticos de glucosa. aungue si bien la utilizacién de glucosa en ambos grupos, ad

fibitum vy restringidos, es la misma {Masoro y McCarter, 1991].

Las grasas también podrian actuar en este sentido pues se sabe que
determinados niveles de triglicéridos en plasma y de V0L.DL, constituyen un factor de riesgo
para el desarrolio de arterioscierosis. Ademas las moiéculas de dcidos grasos, no unidas
a albdmina, son un potencial factor de dafio pues a pH fisioldgico estan en forma aniénica
y pueden actuar como detergentes danando moléculas y estructuras supramoleculares
{Masoro y McCarter, 1991).
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Las proteinas también tienen un efecto dadino intrinseco; se sabe que el
4cido glutdmico y aspértico son neuroexcitotéxicos debido a la excesiva excitacién
neuronal resultado de la accidn de estos aminodcidos con receptores especificos. Esto
puede ocurrir durante un periodo extenso de tiempo y ha sido relacionado con
enfermedades neurovegetativas como el Alzheimer. Los estudios de Yu et al. (Yu et
al.,1985), dieron lugar a la observacion de que la restriccién de proteinas en ratas sin
restriccion caldrica aumentaba la longevidad; esto posiblemente sea debido a una
disminucién en las nefropatias. Sin embargo, la restriccién caldrica con o sin restriccién de
proteinas previene la incidencia de nefropatia severa y es probable por esta razdn que el
nivel de ingesta de proteina tenga un efecto pequefio sobre la longevidad de la ratas

restringidas.

% de restriccién % de restriccién vida media 10% de vida max.
de calorias de proteinas {dias) superviv. (dias)
0 701 822 941
40 810 93b 969
40 0 956 1158 1295
40 40 936 1121 1275

Tabla 2.1.- Iinfluencia de la restriccién calérica, restriccion de proteina y de
restriccién de proteinas y calorias sobre la longevidad. {Yu et af, 1985;

Masoro et g/, 1991},

Los trabajos realizados por Masoro et al hasta la fecha no han indicado que
haya un especifico nutriente mediante el cual actue la restriccion calérica, sino mas bien

que es la restriccion de la energia ingerida la que ejerceria este papel.
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B.- Tasa metabdlica

Basandose en el "crabajo de Rubner {(Rubner, 1908) y Pearl {Pearl, 1928) se
postulo que la tasa de envejecimiento estd inversamente relacionada con la tasa
metabdlica. Extendiendo este concepto, Sacher (Sacher, 1877) propuso que la restriccion

calérica producia un incremento en la longevidad al disminuir la tasa metabdlica.

Sin embargo, trabajos realizados por McCarter et a/, no estan de acuerdo con
las ideas de Sacher. Este grupo realizé medidas del consumo de oxigeno, en ratas machos
Fischer 344, tanto en los animales alimentados ad /Abiturmn, como en los animales
restringidos. Estas medidas fueron realizadas meticulosamente, durante periodos de 24
horas en las condiciones de vida normal del animal. Inicialmente, |a restriccion calérica
producia una disminucion en el gasto energético por unidad de masa corporal {sin
considerar la grasa corporal) pero a las seis semanas del comienzo de la restriccion los
animales restringidos vy los ad /ibitum tenian tasas de consumo de oxigeno similares por
unidad de masa corporal (sin grasa) (McCarter et a/., 1985). Segun esto, los efectos de la

restriccion caldrica no serian debidos a una reduccidn en la intensidad del metabolismo.

C.- Regulacién neuroendocrina.

Se piensa que la reduccion en la ingesta de energia podria retardar los
procesos de envejecimiento no por influir en la tasa del utilizacién de compuestos
energéticos, sino modulando las caracteristicas de este uso. Ademas, la disminucidn en
la ingesta de energia tiene que estar emparejada a la regulacidn de las caracteristicas de
la utilizacidn de los compuestos energéticos por los sistemas neurales o endocrinos. Los
candidatos mas probables en el desarrollo de acoplamiento son los glucocorticoides, el

sistema insulina-glucosa, la hormonas tiroideas y el sistema nervioso simpatico.
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D.- Teoria de la glucosilacidn.

Cerami en 1985 (Cerami,1985%) propuso que la glucosa podria servir como
un mediador del envejecimiento, lo que podria apuntar a otro posible mecanismo de |a
restriccién caldrica. Segun este autor la glucosilacidn no enzimatica de proteinas y 4cidos
nucleicos por la glucosa, al formar los productos Amadori y AGE, puede ser la base de
muchos aspectos del envejecimiento. Se ha visto que los animales restringidos tienen
unos niveles de glucosa plasmatica aproximadamente 15 mg/dl por debajo de los niveles
de las ratas ad /ibitum. A su vez los niveles de insulina son mantenidos en una tercera
parte o incluso la mitad de los presente en las ratas ad /ibitum. También se ha encontrado
que el porcentaje de glucosilacién de hemoglobina tiene niveles significativamente maés
bajos en animales restringidos que los alimentados ad /ibitum. (Masoro et al., 1989). Este
efecto podia ser la clave de la accién antienvejecimiento de la restriccion caldérica ya que
permite el uso efectivo de un componente energético importante pero potencialmente
téxico, manteniéndolo a concentraciones mas bajas y por [0 tanto menos dafiinas (Masoro

et al, 1991).
E.- Teoria de los radicales libres

Desde que las teoria de los radicales libres en el envejecimiento fuera
propuesta por Harman en 1956, se han hecho varios intentos para relacionar el
metabolismo de los radicales libres en el proceso del envejecimiente. Recientemente,
algunos estudios sobre los efectos de la restriccion calérica han dado nueva vida a la teoria
de los radicales libres. Se ha propuesto que los efectos dafinos de las especies reactivas
del oxigeno estan reducidas enfa restriccién caldrica. Podria asi producirse una disminucién
en la generacidén de radicales libres o una induccidn de los mecanismos de defensa frente
a la accidén de los mismos. Si como hemos dicho antes, la tasa de consumo de oxigeno
no varia en animales restringidos respecto a animales ad fibitum, aqui tendriamos otro
ejemplo de I‘a capacidad de la restriccidn caldrica para influir en las caracteristicas de la
utilizacién de los componentes energéticos de tal manera que sean mencs dafinos a el

organismo (Masoro E.J., 1992).
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Si bien el fendmeno de la restriccién calérica tiene unos efectos bastantes
claros, aumentando la longevidad, retrasando laincidencia de enfermedades asociadas con
la edad, atenuando el declive de ciertas funciones fisioldgicas etc.. no estédn tan claros sin
embargo, los mecanismos por los cuales actua. El estudio de estos mecanismos puede ser
una buena herramienta para la comprensién de los procesos y fenémenos que tienen lugar

durante el envejecimiento normal.

fl. TOXICIDAD DEL OXIGENO

1.- Ei oxigeno_en la tierra

Excepto paralos grganismos que estan especialmente adaptados a vivir bajo
condiciones anaerdbicas, todos los animales y plantas requieren oxigeno parala produccion
de energia. La aparicién de oxigeno en cantidades significativas en la atmdsfera terrestre
probablemente se debid a la aparicién de organismos fotosintéticos. La aparicidn del
oxigeno tuvo que haber sido acompanada de la aparicién de la capa de ozono para asi

permitir la evolucidn de los organismos terrestres (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Asi, los organismos que evolucionaron adaptédndose a esta vida aerobia, para

ello tuvieron que desarrollar mecanismos de defensa antioxidantes de diversa indole.

Sin embargo, los organismos anaerobios evolucionaron refugidndose en

ambientes donde el oxigeno no penetrase.

2.- Los organismos aerobios v el oxigeno

El oxigeno fue descubierto por SHEEL en 1775 y dos afios después va
describia este mismo autor sus efectos nocivos. A finales del siglo pasado Paul Bert realizé
los primeros experimentos controlados que demostraron el efecto toxico del oxigeno sobre

los animales,
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El oxigeno cuando es suplementado a concentraciones mas grandes de las
existentes en el aire normal, resulta toxico para plantas, bacterias aerdbicas como

Escherichia coli y animales.

En plantas todos los tejidos son dafiados a concentraciones de oxigeno por
encima de lo normal, dédndose una inhibicién del desarrollo de los cloroplastos, disminucion
de la viabilidad de las semillas, inhibicion del crecimiento de las raices y eventual

marchitamiento y caida de hojas (Halliwell y Gutteridge, 1986).

Estudios sohre quimiotaxis frente al oxigeno en bacterias, muestran que
varias cepas huyen de regiones con altas concentraciones de oxigeno. El crecimiento de

E. cofi se enlentece por exposicion a oxigeno a 1 atmaosfera de presion.

La toxicidad del oxigeno en animales, incluyendo al hembre, ha sido de gran
interés en relacién con el buceo y en tratamiento del cancer, gangrena gaseosa, esclerosis
muitipie e incluso en el diseno de la suplementacidn de aire en naves espaciales {Halliwell
y Gutteridge, 1986).

Durante el pasado y presente siglo se han ido acumulando datos descriptivos
sobre laletalidad y las consecuencias patoldgicas de la exposicién animal a altas presiones
parciales de oxigeno. Se sabe que la toxicidad del oxigeno es mayor segun aumenta la tasa
metabdlica, y esto estaria en relaciémr con el hecho de que ios invertebrados son mas
resistentes a la toxicidad del oxigeno que los vertebrados. Hay excepciones como el caso
de Orosophifa enla cual un incremento de la presidn de oxigeno de una atmdsfera, praduce
serios dafos, pero esto se debe a las altisimas tasas metabdlicas de los insectos que
incluso superan a los mamiferos; entre ios vertebrados son mds sensibles los

homeotermos.

Animales poiquilotermos como cocodrilos, tortugas o ranas son
relativamente resistentes a la toxicidad del oxigeno a bajas temperaturas ambientales pero
son mucho més sensibles cuando la temperatura ambiental aumenta {Halliwell y
Gutteridge, 1986).
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También existen diferencias en cuanto a la sensibilidad del oxigeno segun

la edad. Asi las ratas jévenes son mas resistentes que las adultas.

La toxicidad del oxigeno esta influida por la presencia en la dieta de
cantidades variables de vitamina A, E, C, metales pesados, antioxidantes, y &cidos
poliinsaturados y ademas también estd inducida por una elevada concentracién de glucosa
que retrasaria la presencia de convulsiones provocados por el oxigeno hiperbarico (Halliwell

y Gutteridge, 1986).

En los mamiferos hay tres 6rganos especialmente sensibles al oxigeno:

pulmon, ojo y sistema nervioso.

La hiperoxia normobérica lo primero que dafia es el pulmén, ya que es el
tejido expuesto a tensiones de oxigeno més altas en el organismo. La exposicién de
humanos a oxigeno puro a 1 atmésfera durante tan poco como 6 horas, causa tos, dolor
pectoral y dolor de garganta. La exposiciéon durante mas tiempo produce daio en los
alvéolos pulmonares , incremento de la barrera aire-sangre causada por edema, muerte de
las células epiteliales alveolares, formacién de material fibroso inelastico. Llegado a este
punto el dafio es irreparable, y con 72 horas de exposicién se produce la muerte (Halliwell
y Gutteridge, 1986).

Observaciones clinicas y experimentales recientes sugieren que el oxigeno
puede empeorar el dafio pulmonar causado por otras fuentes incluso a concentraciones

aparentemente no perjudiciales.

La utilizacién de concentraciones de oxigeno del 50% a presién normal
{menores a las anteriores), puede causar ceguera, producida por fibroplasia retrolental
{formacién de tejido fibroso detrés de! cristalino), Esto fue observado en los primeros afios
de la década de los 40 en los nifios prematuros, debido a que en las incubadoras se usaba
una alta concentracién de oxigeno. La concentracion elevada de oxigeno parece inhibir el
crecimiento de los vasos sanguineo de la retina; cuando se retorna a una atmosfera

normal, se produce un crecimiento excesivo de estos vasos, lo cual a veces ocurre de tal
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manera que causa desprendimiento de retina con la correspondiente ceguera.

Si se suministra oxigeno puro a presiones hiperbaricas {(a méas de 2 6 3
atmosferas) produce una toxicidad aguda sobre el sistema nervioso (efecto Paul Bert),
produciendo convulsiones en los animales. E} tejido nervioso es altamente sensible al
oxigeno y su mayor resistencia /n vivo en relacién al pulmonar es debide a su menor grado
de exposicién al oxigeno debido a que la hemoglobina esta saturada a presiones parciales

de oxigeno bajas.

El oxigeno también puede ser téxico a presiones normobdéricas, estando
implicado en procesos de isguemia-reperfusién, en los mecanismos de defensa de
leucocitos frente a agentes infecciosos y posiblemente en procesos como el

envejecimiento.

3.- Mecanismos de toxicidad del oxigengp

Todo lo descrito en los apartados anteriores son aspectos Unicamente
descriptivos sobre la toxicidad del oxigeno. En este apartado nos centraremos en los

mecanismos por los que el oxigeno seria téxico.
A. Inactivacién de enzimas

El mecanismo de toxicidad del oxigeno propuesto en primer lugar consistia
en suponer gue el oxigeng actuaba inactivando enzimas que presentaban grupos tiélicos
esenciales en forma reducida. El glutatién seria el encargado de proteger frente a esta

accion del oxigeno (fig 3.1).

Sin embargo, este mecanismo solo explicaria una pequefia parte de los

procesos celulares alterados por el oxigeno.
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Fig 3.1.- Inactivacién de enzimas por accion del oxigeno sobre grupos

tidlicos y accién protectora del glutatién.

B. Generacién de radicales libres

La mayor parte del dafio oxidativo se debe a que la utilizacién de oxigeno por

los sistemas biclégicos da lugar a generacién de radicales libres.

Un radical libre es cualquier especie quimica capaz de existir
independientemente y que contiene uno o mas electrones desapareados. Segun esta
definicién habria muchos radicales libres en quimica y biologia {la molécula de oxigeno, el

atomo de hidrégeno).

l.a presencia de uno 0 méas electrones desapareados hace que estas especies
sean atraidas ligeramente por un campo magnético {son paramagnéticas) y en general

estas especies son alitamente reactivas. Los radicales se pueden formar por la pérdida de
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un electron de un no radical o por la ganancia de un electrén por un no radical. Un radical
libre también se puede formar por la rotura homolitica de un enlace covalente; la energia
requerida para disociar este enlace puede ser obtenida por calor, radiacidn

electromagnética, o por otras fuentes energéticas.

La molécula de oxigeno es en si misma un radical, tiene dos electrones
desapareados cada uno localizado en un orbital antienlazante diferente y con espines

parzlelos. Esta es la forma més estable del oxigeno.

Los radicales libres derivados del oxigeno se forman durante el metabolismo
normal de las células, algunos de estos radicales libres y especies relacionadas se muestran

en la tabla 3.1.

0, Radical superéxido
HO, Radical hidroperoxilo
H.0, Perdxido de hidrégeno
OH Radical hidroxilo

ROO Radical peroxil

'0, Oxigeno Singlete

Tabla3.1.-Especiesderivadas del oxigeno potenciaimente citotdxicas
(Southorn et a/, 1988).

La mayoria del oxigeno utilizado por los organismos aerobios es reducido a
agua por la adiccion de cuatro electrones a cada molécula de oxigeno (reduccién

tetravalente}:

02+4H+ +4e‘ ——r Hzo
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Esta reaccion es catalizada por el complejo citocromo oxidasa en la
membrana mitocondrial interna, o en la membrana plasmadtica en el caso de bacterias
(Halliwell, 1981). En este proceso, los intermediarios de esta reaccién, que son radicales
libres, estan firmemente unidos a los centros actives de la enztma y no presentan peligro

para la célula (Southorn et a/,1988}.

Lareduccidn univalente del oxigeno en otros lugares puede producir radicales
libres intermediarios que debido a su reactividad pueden alterar el normal funciocnamiento

de la célula.

e g +2H" e +H" e +H*

El radical superéxido {Q,7) es producido por la adiccién de un electrén al
oxigeno molecular. La dismutaciéon del radical superéxido da lugar a la formacidn del
peréxido de hidrbgeno {H,O.}, el cual en si mismo no es un radical, pero es capaz de
atravesar las membranas celulares y este aspecto si es importante por el hecho de que la
matriz extracelular posee pocos mecanismos antioxidantes (Southorn et a/, 1988). La
adiccién de un electron al anterior da lugar a una forma altamente reactiva que es el radical
hidroxilo (OH), que tiene una vida media de 10° seqg (Pryor, 1986). Al ser tan reactivo
actua entre 1 a 5 diametros moleculares de su lugar de formacion (Southorn et al/, 1988).
Este radical tiene un papel muy importante en el dafio a proteinas, DNA vy el inicio de la

peroxidacioén lipidica. Al adquirir un electrén mas, el radical hidroxilo se convierte en agua.

La reactividad del oxigeno molecular puede ser incrementada también por
otra via diferente a la anterior. Si al oxigeno basal (triplete) se le suministra energia
suficiente, unc de los electrones desapareados puede sufrir una inversién de espin
quedando ambos antiparaielos lo que le confiere una gran reactividad (Halliwell, 1981).
Existen dos tipos de oxigeno singlete, uno de vida media muy corta (107" seg) oxigeno

singlete sigma (zg0,) y el oxigeno singlete delta ('8g0,) més importante bioldgicamente
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debido a su mayor vida media (10° seg). La estructura electronica de estos dos tipos de

oxigeno singlete junto al oxigeno basal seria (Halliwell, 1981):

® O©

r 2py, 2pz

n 2py. 2m

® ®

Energia

;s 20 ; ap ®

Singlete Singlete

igeno Triplete .
Oxigen delta sigma

a) Formacion y propiedades del perdéxido de hidrégeno (H,0,)

Como hemos dicho anteriormente la reduccidn del O, por accién de la enzima
citocromo oxidasa se realiza afadiendo 4 electrones al oxigeno. Sin embargo. existen
enzimas celulares que son oxidasas que transfieren 2 electrones a cada molécula de

oxigeno formando asi peréxido de hidrégeno:
02 + 2 H+ + 23‘ — H202

Ejemplos de estas enzimas son urato oxidasa, L-aminodcido oxidasa,
glicolato oxidasa, la autooxidacién de algunos de los componentes de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial y de cloroplastos genera H,0, /n vitro (Nohl y

Hegner, 1978) y en el caso de la mitocondria se ha demostrado que ocurre también in vivo
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{Chance et al., 1979). Microsomas aislados incubados con NADPH generan grandes
cantidades de H,0, sin embargo la tasa de produccién de perdxido de hidrégeno por el

reticulo endoplasmaético /n vivo parece ser mucho mas pequenda.

Sin embargo la mayor fuente de perdéxido de hidrégeno es la dismutacién del
radical superéxido, una reaccién catalizada intracelularmente por la enzima superéxido

dismutasa (McCord y Fridovich, 1969).

SOD
0, + 0y +2H" ———» H,0, + O,

También se forma perdxide de hidrégeno por dismutacién espontanea del

radical superéxido.

Se ha sugerido que ia toxicidad del O, a altas concentraciones seria debida
a gue se producia un incremento en la produccién de H,0, /n vivo. La produccién de H,0,
por fracciones aisladas de mitocondrias se incrementa al aumentar la concentracién de O,
por encima de lo normal y muchas enzimas oxidasas como glicolato oxidasa, no estan
saturadas de O, con las concentraciones fisioldgicas. Asi, respirando oxigeno puro se
aumenta la preduccion de H,0, durante la oxidacidn del glicolato por el higado de rata in

sity (Oshino et af.,1975).

Las células animales en cultivo y algunas bacterias como Neisseria
gonorrhoeae son muy sensibles al H,0,. De hecho muchas bacterias mueren mds
facilmente por H,0, que por otras especies derivadas del oxigeno. Sin embargo, no hay un

patréon uniforme de la toxicidad del H,0,.

El H,0, puro a concentraciones bajas es muy poco reactivo, pero en
presencia de metales de transicién como el hierro, se descompone para dar lugar al radical
hidroxilo OH', y esta especie derivada del oxigeno se encuentra entre las especies mas
reactivas conocidas en el organismo. El dano celular producido por el peréxido de

hidrégeno es debido més que a la propia molécula, a la capacidad de ésta de formar radical
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hidroxilo.
F92+ + H202 —_——b OH + H20

El peréxido de hidrégeno también formaria radical hidroxilo en una reacciéon

conocida como Haber-Weiss catalizada por hierro.

Asi, la variabilidad en la toxicidad del H,O, para los organismos puede

depender de la cantidad y tipos de metales gque contengan.

El peréxido de hidrégeno es capaz de difundir en la célula por lo que seria

responsable de |la propagacién del dafo oxidativo entre fracciones subcelulares.

El efecto nocivo del perdxido de hidrégeno dependera de la disponibilidad
de metales de transicién o de como se elimine éste por accion de las enzimas antioxidantes

(catalasa y peroxidasas).
b) Formacion y propiedades del radical superdxido (0,")

Existen varias enzimas capaces de catalizar la reduccién univalente del
oxigeno molecular a radical superdxido. entre otras estarian la triptofano dioxigenasa, la

xantina oxidasa, la aldehido oxidasa, las flavin deshidrogenasas, u otras peroxidasas.
02 "+' B' e m——— 02-‘

E! radical superéxido se forma también durante la autoxidacién de formas
reducidas de algunos compuestos presentes /7 vive como son ferredoxina, adrenalina,

flavinas, tioles, melanina etc.

También se forma por oxidacién de componentes de las cadenas de
transporte de electrones en bacterias, cloroplastos y el mitocondrias de plantas y animales

(Nohl y Hegner, 1978}, en el reticula endoplasmaético vy en la membrana plasmatica vy
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gréanulos intracelulares de leucocitos. En este ultimo caso la NADPH oxidasa, produciria
radical superéxido y este seria importante para el papel de estas células en la defensa

frente a organismos patogenos.

Los factores ambientales también pueden conducir ala generacidn de radical
superéxido /n vivo como ocurre con la luz ultravioleta, rayos X, ultrasonidos etc. (Halliwell,

1981).

En solucién acuosa, el radical superdxide puede actuar como un fuerte
agente reductor, cediendo su electron extra, o como un débil agente oxidante
transformdndose en H,0,. Por ejemplo reduce citocromo ¢ pero oxida moléculas como

gcido ascérbico y adrenalina.

También reacciona con Mn?* para producir un oxidante mas poderoso, Por
giemplo, O, por si solo oxida lentamente NADH pero se produce una rapida oxidacion si

se afaden cantidades cataliticas de Mn**.

La forma protonada de Q,7, HO,, es un oxidante més poderosc que el radical
superdxido por si mismo. Sin embargo el pK, de |a reaccién de disociacion es 4,88 por lo

que hay poca cantidad de HO, presente a pH fisioldgicos.

HO, = H' + 05

El O, formado en sistemas biolégicos tiene una vida media significativa por lo que
es capaz de difundir fuera de su lugar de formacion y alcanzar otras estructuras dentro de

la célula.

En disolucién acuosa es poco reactivo si lo comparamos con otras especies
como el radical hidroxilo o el oxigeno singlete delta, pero es potencialmente téxico y puede
influir directamente en {a homeostasis local, por ejemplo oxidando catecolaminas. Los

sistemas generadores de radical superdxido son capaces de destruir bacterias, inactivar
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virus, dafiar enzimas e inducir la peroxidacion lipidica (Fridovich, 1979).

Muchos de los efectos de los sistemas generadores delradical superdxido
puedenser debidos a que este radical es precursor del radical hidroxilo y del oxigeno
singlete, especie mucho mds reactiva que el radical superdéxido, el cual carece de

reactividad suficiente para atacar a macromoléculas directamente (Halliwell, 1981).
c) Formacién y propiedades del radical hidroxilo (OH)

El radical hidroxilo es una de las especies mas reactivas conocidas en
gquimica orgénica: puede atacar y dafiar a casi todas las moléculas que se pueden encontrar

en las células vivas,

Como se podria esperar debido a la reactividad de! radical hidroxilo ningun
sistema enzimatico estd implicado en su formacion; mas bien la ¢élula intenta prevenir su

formacidn (Southorn et a/, 1988).

El radical hidroxilo es formado por la combinacion de O,” , H,0, vy la

presencia en el medio de catalizadores metdlicos como el hierro o el cobre mediante la

reaccion:

02__ + Fe”” Em———— 02 + Fez+

H,0, + Fe*" ——» Fe** + OH + OH
Reaccidén neta: H,0, + 0,7 —m——» 0, + OH + OH

Esta reaccion es conocida como reaccidn tipo Fentdn o Haber- Weiss. La
reacciéon neta fue propuesta por primera ver por Haber v Weiss en 1934. Como se puede
observar en esta reaccién el verdadero papel del radical superdxido es actuar como

reductor del hierro. Como se observa, el O, necesita al H,0, para poder producir OH’,
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mientras que el H,0, no necesita al O,  para poder hacerio. Esto, junto con la presencia
del H,0, en las células a concentraciones unas mil veces superiores a las del 0,7,
convierte a! peréxido de hidrégeno en una especie con gran capacidad de generar dano

oxidativo a pesar de no ser un radical libre.

El radical hidroxilo también puede ser formado por radiacion ionizante
{Southorn et 2/, 1988).

E! radical hidroxilo es tan reactivo que reacciona siempre entre 1 a 5
didmetros moleculares de su lugar de formacién. Su alta reactividad impide su difusion en

la célula, como lo haria por ejemplo el perdxido de hidrégeno.

El radical hidroxilo puede hidroxilar a las bases puricas y pirimidinicas
presentes en el DNA, también puede causar escisidén de las hebras de DNA, pudiendo
producir mutaciones. Las membranas celulares también son dafiadas por la generacidén de
‘OH en su inmediaciones. El radical hidroxito es capaz también de dafar proteinas, inactivar
enzimas e iniciar ta peroxidacién lipidica. El ‘OH es considerado el principal iniciador del

ataque oxidativo a tedo tupo de macromoléculas.

V. PEROXIDACION DE MACROMOLECULAS

1.- Peroxidacidn lipidica

{.a peroxidacién lipidica fue definida de manera general por A.L. Tappelcomo
el "deterioro oxidativo de los lipidos poliinsaturados”. El deterioro dependiente de oxigeno
conduce al enrranciamiento, un fendmenc que ya conocido desde la antigledad como un
problema en el almacenamientc de grasas y aceites y hoy es ain mas relevante por la

popularidad de las margarinas poliinsaturadas y aceites de cocina que pueden sufrir

también este tipo de ataque oxidativo.

Las membranas celulares, ya sea membranas plasmatica o membranas de
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orgénulos subcelulares, contienen una gran cantidad de 4cidos grasos poliinsaturados. Por

ello las membranas celulares son propensas a sufrir peroxidacion lipidica.

El proceso de peroxidacién lipidica ocurre en tres etapas bien definidas:

Iniciacion, propagacion y terminacién.

La peroxidacidn se inicia cuando cualquier especie es lo suficientemente
reactiva para extraer un electron de un grupo metilo de la cadena de &dcido graso. La
presencia de enlaces dobles en los dcidos grasos debilita el puente C-H sobre el atomo
adyacente al doble enlace y asi el electrén en este sitio se elimina mucho mas facilmente.
Se forma de esta manera un radical alquil (R 0 ~CH-), el cual tiende a estabilizarse por un
reajuste molecular, formando un dieno conjugado (Fig 4.1}. Bajo condiciones aerdbicas el
radical alquil se combina con el oxigeno y forma el radical peroxil. Una vez iniciada, la

peroxidacién es autocatalitica.

En la fase de propagacién, el radical peroxil puede transformarse en un
hidroperoxido a expensas de reaccionar con otro acido graso contiguo en la membrana
formando de nuevo otro radical alquil, el cual propagaria la peroxidacién lipidica. A partir
del hidroperoxido formado en presencia de hierro puede formarse un radical aicoxil, que
igualmente se estabiliza reaccionando con un acido graso contiguo y formando un

hidroxido y otro radical alquil que continuaria con la propagacidn de la peroxidacién.

El procesa se termina por la reaccién de radicales {por ejemplo tipo alquil)
contiguos, dando lugar a puentes cruzado (R-R); o mediante la fragmentacidon del 4cido
graso en gran numero de productos como el malondialdehido (el marcador mas
ampliamente utilizado) alcanos o hidroxidos qgue aparecen en el aire espirado (Unico método
no invasivo de medida de la peroxidacioén lipidica). Los hidroperéxidos lipidicos y algunos
de sus productos de degradacién son altamente citotdxicos: pueden causar dafio a enzimas
y a membranas, produciendo un decremento en la resistencia y fluidez de la membrana y

una eventual perdida de su integridad.
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Fig 4.1.- Mecanismo de peroxidacién de &cidos grasos poliinsaturados.

Entre las especies que son capaces de provocar la peroxidacién lipidica se
encuentran el radical hidroxilo y el peréxido de hidrégeno, que en presencia de metales de
transicién es muy dafino para las células. También la adicién de oxigeno singlete a lipidos
de membrana produce peroxidacidn rapidamente. El radical superdxido no es suficiente
reactivo para iniciar la peroxidacién lipidica y en cualquier caso no podria entrar en el
interior hidrofébico de la membrana debido ala naturaleza de su carga. Su forma protonada

sin embargo (HO,} si es capaz de extraer un electrén de algunos 4cidos grasos como el
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dcido linoléico (Halliwell y Gutteridge, 1986).

La tasa de peroxidacion de lipidos puros o acidos grasos /n vitro es muy
lenta, pero es altamente acelerada en presencia de metales de transicién (especialmente
hierro y cobre). También se puede inducir la peroxidacién por agentes reductores como el
dcido ascérbico, NADPH o el 4cido dihidroxifumérico; sin embargo, estas moleculas no
inducen peroxidacion en sistemas libres de metales de transicién, y la peroxidacion
observada probablemente se deba a contaminacién con metales de transicion. El Fe?” es
un buen iniciador de la peroxidacion. Los compuestos arriba mencionados actuarian
manteniendo al hierro en su forma reducida, y asi permiten la continuacion de la

peroxidacién (Halliwel!, 1981).

Hay por lo menos tres mecanismos por los gque los organismos aerobios

pueden disminuir la tasa de peroxidacién y sus lipidos insaturados.

El mecanismo mas simple seria secuestrar los iones metalicos libres en
formas que no puedan catalizar la peroxidacion. Por ejemplo, unidos a proteinas como la
transferrina o ferritina. Este secuestro no puede ser completamente efectivo porgue los
iones metdlicos estan siempre en transito entre su lugar de almacenamiento y su lugar de

uso dentro de la célula.

Un segundo mecanismo de proteccidn, seria inhibiendo lareaccidn en cadena
de la peroxidacion lipidica por accidn de compuestos como la vitamina E o los
carotenoides. La vitamina E es una molécula apolar, que es capaz de neutralizar de manera
efectiva los radicales peroxil y alcoxil formados dentro de !as membranas celulares. Asi
inhibiria el proceso de peroxidacion lipidica a nivel de la propagacidn. Ademas de su accidn
de "atrapador” de radicales, la vitamina E elimina también oxigeno singlete y asi puede
prevenir la iniciacién de la peroxidacién por esta molécula. Otro compuesto que actuaria
como la vitamina E seria los carotencides como el B-caroteno, que puede reaccionar con

el oxigeno singlete y protege contra la peroxidacién lipidica inducida por ésta molécula.

Un tercer mecanismo por el que los tejidos animales controlan Ia
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peroxidacidn lipidica seria por accidn de la enzima glutation peroxidasa {(GPx), la cual actua
sobre lipidos peroxidados para reducirlos y estabilizarlos en compuestos hidroxilados y asi

prevenir su degradacién a aldehidos y otros productos téxicos.

GPx

fipido - OOH + 2GSH — [lipido - OH + H,0

2.- Dafio oxidativo al DNA

Aunque se ha dedicado mucha mas atencién a la peroxidacién lipidica, hoy
sabemos que se producen ataques similares por parte de radicales libres tanto a acidos
nucléicos como a proteinas. Los productos de estas peroxidaciones se acumulan en
proporciones menores, lo que ha dado lugar a que hayan pasado desapercibidos durante
largo tiempo. A 'pesar de esto, estos procesos son muy importantes debido al cardcter

cualitativo de! dafio vy a la mayor dificultad de reparacion.

El daino al DNA puede estar producido por varios procesos, ya sea debido a
la propiedades intrinsecas del DNA (procesos de tautomerizacién, analogos de bases,
hidrolisis, desaminacién...) como por accién de agentes tanto exdgenos (radiacién
ultravioleta, mutdgenos en la dieta o tabaco...) como endégenos {agentes alquilantes

enddgenos, especies reactivas de oxigeno...}.

Dentro de los procesos enddgenos quizas los mas importantes en cuanto a
la induccion de dafio al DNA sean los que se producen por accidn de las especies reactivas

derivadas de! oxigeno.

Mucho de los que se sabe actualmente sobre la guimica de las interacciones

de los radicales libres con el DNA ha sido aprendido de estudios hechos con radiacidon
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ionizantes o con H,0,.

Lasreacciones de los radicales libres con el DNA han sido analizadas a varios
niveles de complejidad. Desde el estudio de las bases puricas y pirimidinicas, o de la
desoxirribosa del DNA en solucidn acuosa, pasando por el analisis de las reacciones con
los radicales libres de la doble hebra de DNA en disolucidn, o del DNA en cuitivos celulares
y hasta el estudio en el organismo completo. Las reacciones que ocurren en el organismo

completo son obviamente las que tienen mas importancia fisioldgica.

De estos trabajos se ha observado que de los cinco principales componentes
del DNA, los mas susceptibles al ataque por el radical hidroxilo son las bases pirimidinicas
(timina y citosina) seguida de las puaricas (adenina y guanina) y por Gitimo la desoxirribosa
(Saul et af, 1987).

Lasreacciones frente alos radicales libres de la estructura dei DNA completa
es cuantitativamente y cualitativamente diferente de las que ocurren frente a los
componentes individuales. La doble hélice de DNA es diez veces menos susceptible al
ataque por radicales libres gue los componentes individuales {Saul et a/, 1887}, lo cual
puede ser explicado por consideraciones estearicas debido a que las bases estdn protegidas
dentro de la estructura helicoidal y son por o tanto menos accesibles al ataque por
radicales libres. La desoxirribosa sin embargo, al estar mas expuesta al exterior, seria un
blanco mucho mejor que las bases. También hay que considerar gue existen reacciones
que no se podrian dar en los componente individuales libres y sin embargo si se danenla
doble hélice, como son las reacciones de entrecruzamiento entre bases y azucares de la

misma hebras o entre hebras (Saul et a/, 1987).

~ Dentro de los radicales libres y especies derivadas del oxigeno el radical
hidroxilo (OH) es el que reacciona mayoritariamente con las bases del DNA y con la
desoxirribosa. En humanos se ha podido calcular que cada célula recibe como media
10.000 impactos de dafio oxidativo por dia (Fraga et a/., 1990). Esta cantidad es cientos
de miles de veces superior a la producida por la radiacién natural de fondo. Esto subraya

la importancia de los radicales libres de origen endégeno como causantes potenciales de
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muchas alteraciones de la funcién celular. Como consecuencia de este atague oxidativo

se generan muchos productos, que serian los mismos en !a mayoria de las organismos.

En principio cualiquiera de estos productos puede ser usado como un
biomarcador del dafio oxidativo al DNA siempre que ningun otro proceso contribuya a su

formacion. -

Los biomarcadores de dafio oxidativo mas utilizados en el momento actual,
son dos de los productos de la reaccién del radical ‘OH con ias bases de DNA: 8-
hidroxiguanosina (8-OH-G) y la timina glicol (Tg} (Fig 4.2). Estos dos compuestos son los
principales productos de la reaccidn del radical ‘'OH con guanina (G) y timina (T)
respectivamente. Tanto estas bases modificadas como sus nucledsidos son eliminadas por

enzimas reparadoras. Estos productos finalmente se eliminan por el organismo por la orina.

A pesar de su especificidad, estas bases (Tg y 8-OH-G) podrian no ser
idéneas como biomarcadores del dafio oxidativo a DNA, porque pueden ser absorbidas a

partir de 1a dieta {Simic, 1992).

C 0
OF g
OA\N aﬂ H!N’l\\q/ -~ OH

oh oR

dTg 8-0H-dG

Fig 4.2.- Estructuras de timidina glicol (dTg) vy
8- hidroxidesoxiguangsina (8-OH-dG}.

La produccién diaria en orina de dTg y 8-OH-dG podria en principio
representar la tasa de dafio oxidativo al DNA, siempre que no ocurriera ninguna pérdida
desde el momento de su escisién del DNA hasta que es recogida la orina y cuantificada.
Esta equivalencia fue demostrada en experimentos de irradiacién en raton y humanos. Se

utilizaron estas radiaciones ignizantes porque generan una cantidad conocida de radical OH
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por rotura de las moléculas de agua. Los incrementos en la produccion diaria de estos
bhiomarcadores en orina {diferencia en ia produccién diaria antes de 1a irradiacién y un dia
después de la irradiacién) fueron proporcionales a ia energia absorbida (nimero de OH).
Se puede concluir por lo tanto, que estos productos no se catabolizan y representan la tasa
de dafo oxidativo a DNA (Simic, 1992).

Por ultimo, hay que tener en cuenta que los dcidos nucleicos pueden ser
dafiados por la accién de la glucosa. La glucosa puede reaccionar con los grupos amino de
los &cidos nucleicos, formando productos Amadori, y productos finales de esta
glucosilacion (AGE) que producen cambios irreversibles en las macromoléculas formando

cruzamientos intra e intermoleculares.

3.- Daio oxidativo a proteinas

Ultimamente se han desarrollado numerosos estudios sobre el posible papel

de las especies de oxigeno activo en relacién con el dafio y la degradacion de proteinas.

Se sabe que las proteinas oxidadas son rdpidamente y selectivamente
degradadas por sistemas proteoliticos intracelulares. Estas observaciones pueden tener
implicaciones importantes para la regulaciéon del "turnover” de proteinas en todos los
organismos aerobios. Los mecanismos por [0s que las proteasas reconocen a las proteinas
modificadas no se entienden adn. Adema4s, sélo tenemaos un conocimiento superficial de

los tipos de modificaciones que las especies reactivas de oxigeno pueden inducir.

En este sentido, el grupo de Kelvin Davis ha realizado numerosos trabajos
para investigar la susceptibilidad de las proteinas al ataque por radicales libres, estudiando
las modificaciones que se producen tanto a nivel de los aminoacidos (Davis et al., 1987a),
como en la estructura secundaria y terciaria (Davis et a/., 1987b). A su vez este grupo ha
estudiado Ia susceptibilidad a la proteolisis de las proteinas oxidadas por la accion de

radicales libres.

Las proteinas fueron expuestas a la accidon del radical OH, o a la accién
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conjunta de OH + O, + O,. Esta ultima combinacién podria ser un mejor reflejo de la
exposicién biolégica a los radicales de oxigeno. Todos los aminodcidos de las proteinas
estudiadas son susceptibles a la modificacién tanto por un tipo de exposicién como por la
otra y esta modificacién de los aminodcidos produce progresivamente un cambio en la
carga eléctrica neta de las proteinas afectadas. Frente a exposicién a ‘OH, el triptéfano,
la tirosina, la histidina y la cisteina son mas vulnerables que los otros residuos. Sin
embargo, el dafio a estos residuos fue mucho menor del que se esperaria si fueran
aminodcidos libres, por lo que las estructuras primaria, secundaria y terciarfa influirfan en
la reactividad con los radicales de oxigeno (Davis et a/., 1987a). La formacidn de bitirosina
{unidén de un radicatl tirosil con una tirosina o con otro radical tirosil) es un marcador de Ia
modificacion de proteinas por ‘OH. Se produce una produccién lineal de bitirosina con el
tratamiento con "OH, lo cual es un importante factor de agregacién pues la formacion de
estas tirosinas es mas probable que se dé entre proteinas. Se ha visto que el radical ‘OH
es el principal iniciador de todas las modificaciones de la estructura primaria. El O, vy el
radical O, actuarian modificando el dafio causado por el radical hidroxilo. A la vista de
todas estas modificaciones en la estructura primaria se han de prever alteraciones en la

estructura secundaria y terciaria.

A nivel de estructura secundaria y terciaria la exposicion frente a OH causa
desnaturalizacidon e incremento en la hidrofobicidad, seguidos de formacidn de enlaces
covalentes entre las moléculas (agregacién) en los que estarian implicadas bitirosinas. La
combinacion de OH, + O, + O,, también causa desnaturalizacién, pero en contraste con
la accion del 'OH solo, la proteina en este caso sufre fragmentacién. La fragmentacidn
parece ocurrir prefentemente a nivel de carbono alfa mds que en el enlace peptidico. Esta
fragmentacion es el resultado de la adicién de oxigeno a este carbono, inducida por "OH;
asi, se formaria un radical peroxil, que produciria un perdxido cuya descomposicion
causaria la escisién de la cadena polipeptidica produciendo un grupo carbonilo y una amida.
Se ha observado un aumento en la produccién de carbonilos cuando se exponian las

proteinas a radicales libres, lo cual apoyaria esta idea {Davies et al., 1987h).

En cuanto a la susceptibilidad de las proteinas tratadas con QH, se vid que

estas proteinas exhibfan un incremento en la degradacién por los sistemas proteoliticos



introduccidn 42

susceptible a la degradacién proteolitica, por proteasas citosélicas neutras y alcalinas.
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Fig 4.3.- Mecanismos de oxidacién y degradacidn de enzimas.

{Stadtman, 1992).

Los residuos de histidina, arginina, lisina, prolina, cisteina y centros no
hémicos de hierro en las proteinas son fa dianas mds comunes de los sistemas MCO. Las
reacciones de los sistemas de oxidacién catalizados por metales actuan sobre sitios
especificos y esto se abserva porque: a) son muy poco sensibles a la inhibicién por agentes
que eliminen los radicales del medio (manitol, SOD); b} sélo uno © muy pocos residuos de
aminodcidos en una proteina dada son modificados por los sistemas MCQ; c) sélo los
residuos de aminodcidos localizados en sitios de unidén de metales en la proteina son

facilmente oxidados.

En la figura 4.4 podemos observar el mecanismo de sitio especifico por el
cual un residuo de lisina en un lugar de unién de metales de una enzima podria ser oxidado
a un derivado aldehido, por la combinacién de Fe{ll) y H,0,. En este mecanismo, se supone
que el grupo epsiton-amino del residuo de lisina es uno de los ligandos a los cuales se
puede unir =l hierro. La reaccién del complejo Fe-proteina con el perdxido de hidrégeno
conduciria a la produccion de Fe(lll), ‘OH, y OH {reaccién de Fentén). Debido a su
reactividad el radical hidroxilo formado no difunde por el medio sino que capta un dtomo
de hidrégeno del 4tomo de carbono y asi se forma un radical alquil. El paso siguiente es
la transferencia del electrén del grupo alquil al Fe(lil) del complejo, por lo gue se generaria

Fe(ll) y se formaria un derivado tmino, el cual por hidrélisis espontanea formaria un
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derivado aldehidico y amonfaco. Esto conduce en conjunto, a la destruccién del sitio del
unidn de metal, liberacién de Fe{ll}, y conversién de la proteina en una forma que es
altamente susceptible a la degradacién proteolitica. En este mecanismo se da una reaccién
"enjaulada” en la cual las especies de oxigeno activo producidas en la reaccién del H,0,
con Felll) no escapan sino que reaccionan preferentemente con grupos funcionales de
residuos de aminodcidos en el sitio de unién a metales de la enzima. Esto justifica la alta
especificidad de las reacciones catalizadas por metales y también la incapacidad de los

sistemas que eliminan radicales de inhibir esta reaccién (Stadtman, 1992).
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Fig 4.4._- Oxidacién de proteinas en sitio especifico. (Stadtman, 1992)

El hecho de que la oxidacidn de proteinas catalizada por metales produce la
conversidn de las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos en derivados carbonilos
puede aprovecharse para estimar mediante el uso de técnicas de medida altamente
sensibles el nivel de proteinas oxidadas, a través de la medida de estos derivados; aunque
en cierta medida se infravalora la cantidad de proteinas oxidadas ya que Ja oxidacién de

algunos residuos de aminodcidos no produce carbonilos {Stadtman, 1992).

V. DEFENSAS ANTIOXIDANTES

Con la aparicién del oxigeno en la Tierra hubo una gran presién evolutiva
para que los arganismos desarroliaran mecanismos de defensa contra la toxicidad del

oxigeno. Unos optaron por refugiarse en ambientes donde el oxigeno no penetrara
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{anaerdbios), incluso algunas bacterias desarrollaron una envueltas que las protegian del
medio con oxigeno (heterocistos) y otros se adaptaron a vivir con esta nueva atmosfera
con oxigenao desarrotlando mecanismos endégenos de defensa antioxidante. Estasdefensas
antioxidantes las podemos dividir en dos grandes grupos, antioxidantes enzimaticos y

antioxidantes no enzimaticos.

1.- Antioxidantes enzimaticos

A. Superdxido dismutasa (SOD)

Laenzima superdxido dismutasa (EC.1.15.1.1) catalizalasiguiente reaccién:

SOD
0, + 0y ——» HO, + O,

Esta enzima fue descubierta por McCord y Fridowich en 1969, en eritrocitos.
" Actla eficientemente eliminando O,  a valores de pH fisioldgicos (la velocidad de catélisis
es independiente de pH entre los valores de pH 5,3 y 9,5}, la dismutacién espontdnea

también se da pero es mucho menos eficiente y depende fuertemente del pH.

El oxigeno producido por esta dismutacién mediada por la enzima es el

oxigeno en estado basal, no oxigeno singlete {Halliwell, 1981}).

A pesar de una intensiva investigacién no se ha encontrado ningun otro
sustrato de esta enzima, por lo que el papel real in vivo de esta enzima seria la dismutacion

del radical superdxido.

Existen varias formas moleculares de esta enzima. Una de ellas seria la SOD
que contiene cobre y zinc, SOD Cu-Zn, que es muy estable y por ello es fécil su
aislamiento. Para purificar esta enzima a partir de eritrocitos, se lisan las células y se
eliminala hemoglobina con tratamiento con cloreformo y etanol, seguido de centrifugacion.

No todas las enzimas toleran estos procedimientos; la SOD Cu-Zn es muy resistente al
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calor, ataque con proteasas, y a desnaturalizacién con agentes como cloruro de guanidina,

dodecil suifato sédico (SDS), o urea.

Todas las enzimas SOD Cu-Zn aisladas de células eucariotas tienen una masa
molecular de alrededor de 32.000 Da y contienen dos subunidades, cada una de las cuales
lleva una sitio activo que contiene uno el idn cobre y el otro el i6n zinc. Normalmente se
encuentra en el citoplasma de dichas células y en los cloroplastos de las hojas también se
ha encontrado en estudios hechos en higado de rata entre las membranas mitocondrial
interna y externa y en el ndcleo. Recientemente se ha descrito su presencia el los

peroxisomas de células tanto vegetaies (del Rio, 1990} como animales.

El i6n cobre seria el que realiza directamente la dismutacion por una

alternativa oxidacién vy reduccion:

Enzima-Cu?t + 0,7 ———————» E-Cu* + 0,
E-Cu® + O, + 2H* ——— s E-Cu** + H,0,
reaccién neta: 0,” + O, + 2H" —» H,0, + O,

Sin embargo, al menos otro mecanismo es posible, en el que el primer O,~

no reduce al cobre, sino que forma un complejo con él.

El i6n Zinc no tendria funcién en el ciclo catalitico pero parece funcionar

estabilizando a la enzima.

Ei cianuro es un gran inhibidor de la SOD Cu-Zn, v la enzima también puede
ser inactivada, por incubacidn prolongada con dietilditiocarbamato, el cual se une al cobre

en el sitio activo y elimina este metal de la enzima.

Esta enzima esta presente en todas las células eucariotas, tales como
levaduras, plantas y animales pero no se encuentra en células procariotas, tales como

bacterias y algas verdeazuladas. Existen excepciones a esto y se puede encontrar SOD Cu-
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Zn en la bacteria luminiscente Photobacterium leiognathi vy en la bacteria Caulobacter
crescentus CB15; la secuencia de aminodcidos de esta ultima esta muy relacionada con

la secuencia eucaridtica.

En tejidos animales {(excepto eritrocitos) plantas y bacterias e‘xiste también
otra forma molecular de SCD, gue contiene manganeso, Mn (lll}, en lugar de cobre y zinc
en su centrg activo. £sta no se inhibe ni por cianuro ni por dietilditiocarbamato (DDC) por
o que se suele aprovechar para medir las dos formas de SOD; sin embargo, !a interaccidn
del cianuro o el DDC con el sistema generador o detector de 0,7, junto con la frecuente
inhibicion incompleta de la SOD Cu-Zn v la gran desproporcion de las dos formas (del orden
de 2:1) en muchas tejidos, dificulta, en nuestra opinién, [a obtencion de resultados fiables
con ese tipo de métodos. La SOD-Mn tiene un pesa molecular de 80.000 Da {40.000 Da

la bacteriana) y se destruye con tratamiento con cloroformo y etanol.

En higado de rata, hojas de espinaca y semillas de maiz se localiza en la
matriz mitocondrial, mientras que en higado de mandril y humano también esta presente

en el citosol {Fridovich, 1979). También se puede encontrar SOD-Mn en los cloroplastos.

Por ultimg, existe otro forma molecular de SOD que contiene hierro comao
grupo prostético. Se encuentra en bacterias, algas verdeazuladas y en unos tejidos
vegetales. En tejidos animales este tipo no se encuentra. Este tipo tiene dos subunidades
proteicas, sin embargo al menos existen dos enzimas tetraméricas, una de Mycobacterium
tuberculosis y otra de Methanobacteriun bruyantii. Las enzimas diméricas contienen una
o dos dtomos de hierro por molécula de enzima. El hierro esta en estado Fe (lll} cuando la

enzima no actua y es probable que oscile entre Fe(lll) vy Fe{ll) durante el ciclo catalitico.

Enzima-Fe** + 0,7 ——» E-Fe?* + O,

E-Fe?* + 0, + 2H* ————» E-Fe** + H,0,

reaccién neta: 0O,” + 0,7 + 2H* ———» H,0, + O,



Introduccidn 47

£, coli tiene tres tipos de SOD: una seria fa SOD-Mn, otra una Fe-50D v la
tercera una hibrido entre la enzima con manganeso y la enzima con hierro. Otras bacterias
sin embargo contienen s6lo un tipo de enzima. Por ejemplo, Bacillus cereus contiene sélo
SOD-Fe, y Streptococus sanguis, sélo SOD-Mn. Sin embargo, Propionibacterium
shermanii, la cual normalmente contiene SOD-Fe cuando crece en un medio deficiente de
hierro, produce SOD-Mn. Streptococus mutans usa 1a misma apoenzima para la SOD-Fe

que para SOD-Mn, sdlo depende del metal que exista en el medio de cultivo.

La secuencia de amincacidos de la SOD-Fe es muy similar a la de SOD-Mn
y muy diferente de las secuencias de SOD Cu-Zn. Otros estudios sobre la secuencia de
aminodacidos han demostrado que la enzimas bacterianas que contienen manganeso
muestran una considerable homologia en su secuencia tanto con las enzimas gue contiene
hierro como manganeso en organismos procariotas. Sin embargo, la SOD Cu-Zn no
muestra homologia con cualquiera de las otros tipos de enzimas. Tales resultados serian
compatibles con la tecria endosimbidtica del origen de ia mitocondna, la cual sugiere que
las mitocondrias evolucionaron como una simbiosis entre una célula primitiva eucariota
{con SO0 Cu-Zn) y una procariota {con SOD-Mn} que eventualmente se fiegd a ser
incorporada en el citoplasma eucaridtico, envuelta en una membrana (membrana

mitocondrial externa) {Halliwell y Gutteridge, 19886).

B. Catalasa (CAT)

La mayoria de las células aerdbicas contienen catalasa (EC.1.11.1.6). Sin
embargo, no se ha detectado en la bacteria Baciflus popifliae, Mycoplasma pneumaoniae,
el alga verde Euglena y el alga verdeazulada Gloeocapsa. Algunas bacterias anaerébicas
como Pro,oiqmbacz‘en’um shermapny también contienen catalasa, pero la mayoria no fa
tienen. En animales, la catalasa esta presente en la mayoria de los érganos, estando
especialmente concentrada en higado y eritrocitos sin embargo, el cerebro, el corazén y

musculo esquelético contienen poca cantidad de catalasa.

Tiene un peso molecular alto {240.000 Da), y es una hemoenzima
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tetramérica; cada subunidad contiene una molécula de NADPH unida a ella, que ayudaria
a estabilizar 1a enzima. La disociacién de la enzima en sus subunidades, lo cual ocurre con
facilidad durante su almacenamiento en disolucién diluida o la exposicidén de la enzima a
medio &cido o bésico, causa la pérdida de su actividad. El 4tormo de hierro del grupo hemo

realiza el intercambio redox.
El mecanismo de accién de la catalasa seria el siguiente:

3
catalasa-Fe{lll} + H,0, ————» compuesto !
ks

compuesto! + H,0, ——————» catalasa-Fellll} + H,0 + O,

La rotura cataiitica del H,0, por accién de la catalasa requiere la formacién
del compuesto | el cual reacciona con una segunda molécula de H,0; (Fig 5.1). La catalasa
tiene una gran Vmax y destruye perdxido de hidrégeno en concentraciones altas a gran
velocidad, pero es casi inefectiva a bajas concentraciones de H,0, debido a su baja
afinidad por este sustrato. La rotura del H,0, por accién de la catalasa es conocida como
reaccion cataldtica. La catalasa es capaz de actuar también como una peroxidasa (reaccién
peroxidativa), necesitando un agente reductor como es el etanol, metanol etc.

transforméndolos en los correspondientes aldehidos a la vez que elimina H,0, (Fig 5.1).

catalasa + H,0 PN catalasa componente I

(enziuma-Fe(]ll}) _—_— {enzima-Fe{IV}}

N

accion catalatica \

+  H,0, XH, accion

/ peroxidativa
catalasa + Hzo + 02 \

catalasa + X + 2 H,0

Fig 5.1.- Mecanismo de accién de la catalasa {Halliwell, 1981).



Introduccidn 49

La catalasa abunda en los peroxisomas, lugares en los gue precisamente
existe una gran cantidad de enzimas productoras de H,0,, como urato oxidasa,
flavoprotein-deshidrogenasas etc. La mayoria del H,0, generado por estas enzimas /n vivo
es eliminado por la catalasa, al menos en el higado perfundido de rata, presumiblemente
porque se forma localizadamente dentro del peroxisoma una alta concentracion de H;Q,.
También Gltimamente se ha demostrado que abunda la catalasa.en el citosol, en especies
distintas de la rata (ej: cobava), cosa que antes se achacaba a ruptura de peroxisomas
durante la homogeneizacion. En las mitocondrias y cloroplastos tambien se forma H,0,
pero ninguno de estos dos orgdnulos tiene cantidades significativas de catalasa, por lo que
la eliminacion de éste en estos organulos seria a través del sistema glutatién

peroxidasa/reductasa.

Por dltimo, la actividad catalasa puede ser inhibida por accién de azida,
cianuro o mas especifico seria el aminotriazol. La accién inhibitoria del aminotriazol se da
sobre el compuesto |, el cual solo es capaz de inhibir a la catalasa si el H,0, esté presente
para formar el compuesto |. Esta inhibicion dependiente de H,0, ha sido utilizada para

“medir tasas produccién de H,0, /n vivo (Yusa et al., 1987).
C. Glutatién peroxidasa

La enzima glutation peroxidasa (EC. 1.11.1.9) fue descubierta en tejidos
animales en 1957 por G.C. Mills. No estd presente generalmente en plantas ni bacterias
aunque se ha descrito su presencia en algunas algas y hongos. Su sustrato es el
compuesto tidlico de bajo peso molecular denominado glutation, el cual es un tripéptido
formado por acido glutdmico, cisteina y glicina. Una forma enzimatica es dependiente de
selenio, el cual se encuentra en su sitio activo, es esencial para su actividad y controla la

sintesis de ia proteina.

Esta enzima es especifica para GSH como sustrato pero actla /in vivo
eliminando tanto hidroperdxidos inorganicos (H,0,) como hidroperéxidos orgénicos
(ROOH), como cumeno hidroperéxido, tert- butilhidroperéxido, progesterona 17 O-

hidroperdxido asi como hidroperéxidos lipidicos. En cada caso actuaria reduciendo los
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perdxidos {(ROOH)} a alcoholes, que son més estables, impidiendo asi su degradacion a

aldehidos u otros productos toxicos.

GPx
H;0, 0 (ROOH) + 2 GSH ————» GSSG + 2H;0 0(H;0 + ROH)

Esta enzima tiene 76000 Da de peso molecular es tetramérica, y cada
subunidad consta de un atomo de Se. Probablemente el 4&tomo de Se se encuentre en el
sitio activo como una selenic-cisteina en la cual el atomo de azufre ha sido reemplazado
por un d4tomo de selenio. Cantidades traza de Se son indispensables en la dieta aunque es
tdxico en exceso, y muchos de tos sintomas de la deficiencia de selenic como el
incremento en la acumulacidn de lipidos peroxidados en algunos tefidas o el incremento en
la sensibilidad a las efectos dafinos del axigeno entre otras, pueden ser explicados por una

falta de glutation peroxidasa {Halliwell y Gutteridge, 1986).

El GSH aparentemente reduce el Se y la forma reducida de la enzima

entonces reacciona con el sustrato va sea H,0, comg ROOH.

Existe otra forma enzimatica de la glutation peroxidasa la cual es
independiente de Se. Esta forma actuaria Unicamente sobre los hidroperéxidos organicos
pero no sobre el peréxido de hidrégeno. Esta actividad parece ser debida a algunas de las
enzimas glutation-transferasas que estan implicadas en la eliminacién de xenobidticos.
Estas enzimas no pueden trabajar en la fraccidn lipidica por lo que eliminan los
hidroperdxidos lipidicos cuando estos se liberan desde fa membrana a! citosol por accién
de la fosfolipasa A,. Sin embargo, se ha caracterizado més recientemente una GPx que

actuaria directamente en las membranas ceiulares (Schuckelt et af., 1991}.

El balance entre glutation peroxidasa Se dependiente y no Se dependiente

varia entre los diferentes tejidos y entre las distintas especies animales.

La GPx esta presente en el citosol, en mitocondrias, y en el reticulo
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endoplasmatico {principalmente Se-GPx en estos dos ultimos casos). Su KM y Vmax por
el H,0, son pequefas por lo que hace que la Se-Gpx sea idénea para eliminar
concentraciones pequenas de H,0,, complementado asi a la catalasa que actuaria sobre

concentraciones mucho mas altas y en otros orgéanulos.

D. Glutation reductasa

La enzima glutatién reductasa (EC.1.6.4.2.), es la enzima encargada de
reducir el glutation oxidado; asi la razon GSH/GSSG en células normales se mantiene
elevada. Es muy importante que esta razén se mantenga elevada pues lo contrario
resultaria altamente téxico para la célula. Esta enzima es muy importante pues de ella
depende indirectamente el funcionamiento de la glutatidon peroxidasa, de las GSH-

transferasas y la reconstitucidn del GSH oxidado de forma no enzimética.

Esta enzima cataliza la reaccion:

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

El NADPH requerido en esta reaccidn es proporcionado en tejidos animales
por una compleja ruta metabdlica conocida como la via de las pentosas fosfato.

Laenzima glutatidon reductasa contiene dos subunidades, posee unamolécula
de FAD en su sitio activo. Aparentemente el NADPH reduce al FAD, el cual pasa sus
electrones a un puente disulfuro (-S-S-) entre dos residuos de cisteina de la proteina. Los
dos grupos -SH asi formados entonces interactuan con GSSG y asi se reduce a 2GSH,

volviéndose a formar entonces el puente disulfuro de la proteina {Halliwell y Gutteridge,
1986).
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2.- Antioxidantes no enziméticos

Entre los antioxidantes no enzimdticos estan: Glutation, &cido ascdrbico

(vitamina C), dcido urico, aifa-tocoferol {vitamina E) y carotenoides.

A. Glutation

El glutatién (GSH) es un tripéptido de acido glutamica, cisteina y glicina, que

constituye el principal tiol no proteico celular. Su capacidad antioxidante se debe a la

capacidad reductora del grupo tidlico de su cisteina. Puede actuar como antioxidante en

reacciones enzimaticas como la GPx o no enziméticas. Proteje de la oxidacién a grupos -SH

esenciales de las proteinas, tanto porque el GSH es mas accesible para O, que los grupos -

SH de las proteinas como porque el GSH puede también actuar sobre enzimas que ya han

resultado inactivadas por oxidacién de sus grupos -SH. La reaccién del GSH con el O, da

lugar a su forma oxidada (GSSG), la cual contiene un puente disulfuro.

SLY GLY

Y5

GLuy GLU

GLY

GLu

Fig 5.3.- Estructura del giutatién oxidado (a) y reducido (b).
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El GSSG se puede transformar en su forma reducida por la actividad
glutatién reductasa o ser exportado activamente a traveés de [a membrana; de esta manera
la razon GSH/GSSG se debe mantener siempre alta, lo que s muy importante para la
célula pues el glutatién oxidado es una sustancia altamente tdxica para las células. . El

GSSG puede llegar a inactivar enzimas formando disulfuros mixtos:

Enzima - SH + GSSG =& Enzima - §8G + GSH

Es por esto por lo que los hepatocitos exportan activamente el GSSG a ia

sangre cuando sus niveles son elevados.

Hasta tal punto es importante que la tasa GSH/GSSG sea alta que Ja medida

de ésta es uno de los estimadores mas fiables del grado de estrés oxidativo tisular.

El glutation ademds puede reducir al radical superoxido, radical hidroxilo, y
realizar reacciones de "extincién™ del O, singlete, devolviendolo a su estado basal no

reactivo, o triplete,

B. Acido ascarbico (Vitamina C)

El dcido ascdrbico es una sustancia hidrosoluble, puede ser sintetizada por
tas plantas y por la mayoria de ios animales a partir de glucosa, pero los humanos, otros
primates, cobayas y murcielagos han perdido durante su evolucidn una de las enzimas
necesarias para su sintesis, y requieren por ello que el acido ascérbico esté presente enla
dieta. La propiedad quimica mas impartante del dcido ascérbico es su capacidad para
actuar como un agente reductor, pero el dcido ascérbico in vivo tiene otras funciones como
es la de actuar como cofactor de varias enzimas comao la prolina hidroxilasa y lisina
hidroxilasa por lo que seria muy importante su presencia para la sintesis del colageno.
También se ha descrito su actuacion como cofactor enzimatico, en otras 7 vias
metabdlicas como ocurre con [a via de sintesis de noradrenalina. Sin embargo, su papel no

es especifico en ninguna de esas 8 reacciones metabdlicas pudiendo ser sustituido por
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otros reductores que no evitan el escorbuto. Por ello, su funcién fisioldgica aun no esta
aclarada. Su papel més claro en el organismo es el de actuar como reductor, 1o que genera
su elevada actividad antioxidante en muchos tejidos en los que estd presente a

concentraciones del 6rden de TmM.

El 4cido ascorbico puede existir en tres estados, ascorbato (reducido),
semidehidroascorbato (trasla oxidacién monoelectrénica del ascorbato) y dehidroascorbato

{tras la oxidacion bielectrénica dei ascorbato).
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semidehidroascorbato dehidroascorbato

Fig 5.4.- Estructuras del dcido ascorbico y sus formas oxidadas.

El ascorbato reacciona rapidamente de forma reductiva O, ‘'HO, y ain més
rapidamente con ‘OH. También es capaz de extinguir al oxigeno singlete, reducir radicales
tidlicos y combinarse rapidamente con el dcido hipocloroso, un potente oxidante generado

en los sitios donde existe inflamacién.

La forma oxidada (dehidroascorbato} puede ser reducida de nuevo a
ascorbato a partir de equivalentes de reduccién de NADH mediante la catélisis de una
NADH-dehidroascorbato reductasa (reaccién 1) o del GSH de forma directa o catalizada por
una GSH-dehidroascorbato reductasa (reaccién 2).
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dehidroascorbato + NADH - NAD* + ascorbato (1)

dehidroascorbato + 2GSH — GSSG + ascorbato (2}

C. Acido durico

Se ha descrito que el 4cido drico tiene la capacidad de eliminar 0,7, ‘OH, 0,
singlete, o radicales alcoxil (ROO') y ademas puede eliminar de la solucidn trazas de Fe?t,
el cual como sabemos, en caso de estar presente podria actuar como estimulador potente
de procesos peroxidativos. El dcido urico tiene también la capacidad de extingir el ozono
v el acido hipocloroso un oxidante producido por la enzima mieloperoxidasa (Halliwell y
Gutteridge, 1898).

A pesar de gue se trata de una substancia que solemos asociar con
situaciones patolégicas por tender a precipitar (se encuentra en el limite de saturacién en
el hombre), el acide Jdrico podria actuar como antioxidante /n vivo. Asi la pérdida de la
enzima urato oxidasa por el hombre durante su evolucidn podria haber sido beneficiosa.
Se ha sugerido que en la evolucién de los primates se habria producido una doble mutacidn
de modo que la pérdida de la uricasa al dar lugar a elevados niveles de acido drico en
plasma, habria compensado [a pérdida de la capacidad para sintetizar el dcido ascérbico

en los primates superiores {Ames et a/, 1881).

D. Alfa-tocoferol (vitamina E)

Es de caracter liposoluble, y se considera el principal antioxidante de las
membranas en las células animales. Su actividad suele atribuirse al caracter reductor del

grupo hidroxiio de su anillo cromanol {fig 5.5).

Su solubilidad en la membrana permite la accesibilidad directa a los grupos

peroxit (ROO") que serian reducidos a hidroperdxidos (reaccién 1), los cuales serian
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entonces degradados hasta alcoholes por la GPx, evitando asi que ha partir de los radicales
ROO se inicie la propagacién del dafio peroxidativo. La vitamina E también actuaria sobre
los radicales alcoxil (RQ) (reaccién 2) y asi habria otro punto de corte del dano
peroxidativo en este caso limitando la propagaciéon. Tanto en un caso como otro la
vitamina se convierte en radical tocoferilo {(VitEQ). La forma reducida de vitamina E se ha
de regenerar y se ha propuesto que el ascorbato y el glutatién podrian ejerce} esta funcidn
{3). Asi, estas el alfa-tocoferol v el 4cido ascérbico actuarian en tandem en la interfase

citosoi-membrana.

ROO + VitEOH — ROOH + VItEQ (1)
RO + VitEFOH - ROH + VitEG {2}
VitEOD + Ascorbato - VitEOM + Semidehidroascorbato (3)

2 Semidehidroascorbatc - Ascorbato + dehidroascorbato
CH3 cH
?‘DI \J ‘] 3
CH, .

Fig 5.5.- Estructura del alfa-tocoferol.
E. Carotenoides

Los carotenocides tienen una gran capacidad para dar lugar a reacciones de
extincién como fa del O, singlete a triplete. Ei R-caroteno asi protejeria contra la
peroxidacién inducida por oxigeno activo. Asi los carotenoides podrian ser importantes

como agentes protectores naturales contra la peroxidacién lipidica. Los carotenoides
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representan un gran grupo de pigmentos sintetizados s6lo en plantas {tig 5.6). Su funcién
biol6gica en plantas seria la de protejer a los cloroplastos del oxigeno singlete debido a su
concentracidon y generacién de éste a nivel de 10s cloroplastos en presencia de lus visible
{fotooxidacién). En los animales, en las que su concentracién es mucho menor su funcidn
antioxidante natural es menos clara aunque se co noce su papel frente a alteraciones
fotooxidativas en la piel. De todas maneras, el que la molécula de B-éaroteno esté
compuesta de dos moléculas de vitamina A ha estimulado también investigaciones sobre
el papel antioxidante del retinol. Datos recientes muestran el papel protector de los

caroteno frente al desarrollo de canceres, funcién que es independiente de vitamina A,

CHy
THy /-CH, CHy CHy ]

I)"<\‘r . \‘“:‘:_\//1\.// W\\/\ 1/\/\]/\\‘"

L )L . CHy CHy CHy TRy

Fig 5.6.- Estructura del B-caroteno.
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Los efectos de la restriccién caldrica parecen estar bastante bien definidos.
Se sabe que aumenta fa longevidad (media y méxima), retrasa la incidencia de
enfermedades asociadas con la edad (tumores, cardiomiopatias etc.) y atenuda el declive
de ciertas funciones fisiolégicas importantes en el mantenimierw_to"de ta homeostasis del
organismo. Muchos autores han hecho incapie en el hecho de que la restriccién caldrica
para ser realmente efectiva ha de iniciarse antes de finalizar la fase de desarrollo. Sin
embargo, los mecanismos a través de los cuales actlda la restriccion calérica, es aun una

incognita por despejar {Viidik, 1991).

Entre las hipotesis que intentan explicar el fenémeno de la restriccidon
caldrica, estd la que considera a los radicales libres como agentes directamente implicados
en este fendmeno, debido ala presunta relacion entre radicales libres y envejecimiento. Se
ha sugerido que la restriccién caldrica podria alterar el metabolismo oxidativo modulando

los niveles de radicales libres y los mecanismos de defensa frente a éstos.

Entre muchas de las cuestiones gue se desconocen sobre la restriccién
calérica estd el hecho de si alguno de los tres elementos energéticos principales thidratos
de carbono, lipidos o proteinas) es responsable en mayor grado de los fenomencs ocurridos
enlarestriccidn caldrica. De estos, las hidratos de carbono es el Gnico elementa energético
presente en la dieta de roedores (animal empleado para el presente estudio} en cantidades
lo suficientemente grandes como para poder realizar una reduccién experimental al 60%
de la ingesta de calorias del control Gnicamente reduciendo la cantidad de este elemento.
Por otra parte, la restriccidn caldrica basada en restriccidn de carbohidratos nos resulta
especialmente interesante si tenemos en cuenta la teoria del envejecimiento basada en la
glucosilacién no enzimatica (A. Cerami, 1985) y su recientemente propuesta relacién con
la teoria de los radicales libres. Algunos autores, implicando a los radicales libres junto con
altos niveles de azucares, han sugerido que la auto-oxidacién de glucosa, al generar
perdxidos, radicaleslibres y compuestos dicarbonilos altamente reactivos seria responsabie
de modificacién de proteinas (Wolff y Dean, 1987). Por otra parte, la restriccién calbrica

generalizada da lugar a niveles mas bajos de glucosa plasmatica y una disminucién en la
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glucosilacién de proteinas tisulares {(Masoro et al, 1988), por lo que se ha postulado que

la clave de la restriccidon calérica podria estar a este nivel.,

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones y enun intento de contribuir
a aclarar en lo posible el papel de los radicales libres en el fendmeno de la restriccion
calérica, nos planteamos el presente trabajo por una parte para investigar el efecto de la
restriccidn caldrica sobre las enzimas antioxidantes y la capacidad aerébica méaxima
{medida a través de la actividad citocromo oxidasa) en la restriccién caldrica generalizada
Yy por otra parte para cbservar el efecto de la restriccidon de hidratos de carbono sobre esos

mismos parametros.

La especie elegida para la realizacidn del presente trabajo fue el ratén ya que
han sido ampliamente demostrados los efectos de la restriccidn calérica en una gran

variedad de cepas de esta especie.

Los animales fueron sometidos a un perfodo de restriccion caldrica de dos
meses, el cual coincidié con la fase de desarrolio de los ratones, pues otro de los objetivos
de nuestro trabajo era el ver el posible papel de los radicales libres cuando la restriccion

caldrica se ejercia durante el desarrollo.

Por otro tado, muchos de los trabajos realizados hasta la fecha sobre
restriccién caldrica se han basado simplemente en el descenso de la ingesta de alimento,
pero esto no implica reduccidon de calorias como se busca, sino también reduccién de
vitaminas y minerales, lo que puede llevar a conclusiones erréneas. Algunas de las veces
incluso no se reducia la ingesta diariamente sino simplemente se les daba de comer un dia
si y otro no, con el consecuente escaso control de la misma (Pieri et a/, 1992). En el
presente trabajo se han utilizado dietas semipurificadas, tomando como fa control la AIN
76 {American Institute of Nutrition), y se han igualado los niveles de ingesta de vitaminas
y minerales en los tres grupos experimentales, teniendo en cuenta el grado de restricgion

en cada casao.
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Por Ultimo, el estudio se ha realizado en el higado y el rifdn. La eleccién de
estos dos drganos se debe a que son dos tejidos en los que la generacion de radicales
libres es mas intensa en el organismo, y experimentan camhbios importantes durante el

envejecimiento.
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I. MATERIAL

1.- Equipo instrumental

Agitador Vértex P SELECTA Heidolph reax 1D

- Balanzas de precisiéon SAUTER 404 y SARTORIUS
Balanza COBOS precision Mod. 301

Balanza electronica AND EW-300A

Bafio termostatizado con agitacién GRANT INSTRUMENTS SS 30 A-
13838

Centrifuga refrigerada KONTRON Hermle ZX 365
Destilador de agua BIBBY MERIT

Espectofotéometro MILTON ROY spectronic 1201
Espectofotometro MILTON ROY spectronic 601-C
Homogeneizador mecénico WHEATON INSTRUMENTS

'

+

.

Membrana de didlisis Servapor, diametro de poro 6 mm {Serva)
Multiagitador magnético con placa térmica SBS A-08 y S INVESTER
Picador de hielo NOUVA ROSSI Mod. Ghiaccio

Pipetas automaticas GILSON y KARTELL

pH/mV-metro CRISON D-501 13145

Sonicador VIBRA CELL SONICS MATERIALS

Termostatizador con agitacién B. BRAUN 3656

Termostatizador con agitacién P SELECTA tectron 3000543
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2.- Productos quimicos

- Acido ascérbico (Merck)

- Acido clorhidrico (Merck}

- Acido dietilentriamino pentaacético (DTPA) (Sigma)
- Acido sulfurico (Panreac)

- Albimina bovina (Sigma)

- Azida Sdédica (Sigma)

- Carbonato Sédico (Merck)

- Cloroformo (Merck)

- EDTA Na, (Sigma)

- Etanol (Panreac)

- Ferricianuro potasico (Sigma)

- Ferrocitocromo C tipo IV de corazén de caballo (Sigma)
- Fosfato bipotdsice (Panreac)

- Fosfato monopotdsico (Panreac)

- Glutatién oxidado (Sigma)

- Glutatién redugido (Sigma)

- Glutatién reductasa tipo (! de tevadura (Sigma)
- Hidréxido potésico (Panreac)

- Hidréxido sddico (Merck)

- Lubrol {Sigma) .

- NADPH ({Boehringer)

- Nitrégeno (SEQ)

- Peréxido de hidrégeno (Merck)

- Pirogalol {Sigma)

- Reactivo Folin-Ciocalteau (Panreac)

- Sulfato de cobre (Probus)

- Tartrato sédico-potasico (Merck)

- Tris (Merck)

- Triton-X-100 (Sigma)
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3.- Animales de experimentacidn

Este trabajo ha sido realizado con ratones OF1 machos, distribuidos por la

casa comearcial [ffa Credo (OF1: Oncins France cepa 1).

Estos animales se caracterizan por ser ratones albinos, con una vida media

de 540 dias y con crecimiento rapido.

El nimero de nacimientos por camada es de 12,47, el ndmero de
supervivientes por camada de 11,66, el nimero de supervivientes/hembra/semana es de

2,45 y se observa entre ellos un 2,49% de esterilidad.
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Il. DISENOQ EXPERIMENTAL

1.- Grupos eerrimentaIes

Para realizar el presente trabajo se disefio un modelo experimental en el cual,
separando a los ratones en tres grupos, se les sometié a una dieta distinta a cada grupo.
Las dietas que se emplearon para la realizacién de este trabajo fueron del "American

Institute of Nutrition” AIN-76, obtenidas de ICN.
Asi, los grupos experimentales en base a su tipe de dieta fueron:
1) GRUPO CONTROL (C): "ad libitum".

2) GRUPQO DE RESTRICCION CALORICA GLOBAL (R): Este grupo recihié
diariamente un 60% de las calorias totales ingeridas por los controles. La restriccion se
realizé sobre proteinas, lipidos e hidratos de carbone de forma proporcionada a sus
concentraciones iniciales. Ademas la dieta de este grupo estd suplementada con minerales
y vitaminas de manera que {os animales ingieren la misma cantidad de éstos que los

controles.

3) GRUPO DE RESTRICCION EN HIDRATOS DE CARBONO {RH}: Recibié
diariamente el 100% de! peso de alimento ingerido por los controles, pero de una dieta
especial en fa cual se reduce las calorias al sustituir hidratos de carbono por matenal no
digerible. La restriccidn final fue también un 60% de la ingerida por los controles, pero
debida sélo a hidratos de carbono. Este grupo ingiere la misma cantidad de vitaminas vy
minerales que el control. Con este grupo se pretendia poner de relieve el papel de los

carbohidratos en el fendémeno de la restriccidn caldrica.

2.- Método de trabajo en la realizacidn de la restriccidn caldrica

Los animales utilizados en este experimento fueron ratones OF1 machos de

12 semanas de edad.
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Se utilizaron 21 animales seleccionados en tres grupos de 7 animales cada
uno. El criterio para la distribucién en cada una de los tres grupos no fue méas que
conseguir que las medias iniciales de peso corporal fueran lo méds homogéneas posible. Los
ratones fueron separados individualmente; asi se permitia el control de la ingesta de cada

uno de los ratones.

lL.os tres tipos de dietas, debido a las caracteristicas de éstas, eran
suministradas en forma de comida en polvo, por lo cual la comida era depositada en unos
comederos especiales que disefamos para tal efecto. Estos comederos tenian una parte
basal metédlica de 4 cm de alto, que permitia que los animales tuvieran la comida a una
altura accesible y a la vez debido al peso de esta base no tiraran el comedero; la parte
superior era de pldstico con una abertura por la que el animal podia meter la cabeza y

comer,

Previamente al comienzo del experimento todos los grupos experimentales
fueron alimentados durante una semana con fa dieta controi; asi los animales se

acostumbraron al comedero y a alimentarse con comida en polvo.

Los animales controles eran alimentados "ad libitum”. Las animales
sometidos a restriccién caldrica global se les ponia diariamente el 60% de! peso ingerido
por los controles y al grupo de restriccién en hidratos de carbono el 100% del peso de la
ingesta de los controles, Para poder realizar esto,la ingesta de los animales controles fue
observada semanalmente. Asi, la cantidad de comida que se ponia al grupo R o RH era

corregida en funcién de la ingesta de los controles en la ditima pesada semanal.

A lo largo del pericdo de experimentacion también se observé la evolucidn
del peso corporal de los distintos grupos estudiados. Los animales fueron pesados en tres
ocasiones: al principio del experimento, a las cuatro semanas y al término de éste.

Los ratones fueron sometidos a ocho semanas de restriccién calérica, al
termino de las cuales fueron sacrificados. Se extrajeron higado y rifién los cuales fueron

congelados para su valoracién en las semanas siguientes.



Material y Métodos 68

3.- Dietas

1) DIETA CONTROL:

% Kcal/Kg
- Caseina purificada 20.3 924
- Almidén de maiz 65,0 2633
- Fibra 5,2
- Aceite de maiz 5,0 470
- Vitaminas 1.0
- Minerales 3.5
C: 4027 Kcal/Kg 4027

2) DIETA DE RESTRICCION CALORICA GLOBAL:

% Kcal/Kg
- {aseina purificada 20,3 924
- Almidén de maiz 65,0 2633
- Fibra 2,2
- Aceite de maiz 5,0 470
- Vitaminas 1.7
- Minerales 5.8
R: 4027 X 0,6 = 2407 Kcal/Kg 4027

3) DIETA DE RESTRICCION EN HIDRATOS DE CARBONO:

% Kcal/Kg
- Caseina purificada 20,3 924
- Almidén de maiz 25,0 1013
- Fibra 45,2
- Aceite de maiz 5.0 470
- Vitaminas 1.0
- Minerales 3.8

RH: 2407 Kcal/Kg 2407
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lif. METODOS ANALITICOS

1.- Preparacjén de muestras

Los animales fueron sacrificados a las ocho semanas de someterlos a
restriccién caldrica. Los drganos fueron extraidos, divididos en wvarias porciones vy

congelados a -28°C hasta el dia de su valoracidn.

Para la preparacion de las muestras las porciones de los érgancs fueron
pesadas en balanzas de precisidn, seguidamente se hcmogeneizaron en tampén fosfato pH
7.4, 50mM, a una concentracion de 50 mg de tejido por cada ml de tampdn. Se utilizd un
homogeneizador automatico Wheaton y homogeneizadores de teflén-vidrio (Pobel). La
homogeneizacidn se realizd en tres movimientos rodeando a la muestra con hielo picado

para evitar el aumento de temperatura debido a la rotacion.

Seguidamente los homogenados fueron sonicados, mantenidos también en
trio, en un sonicador Vibra-Cell durante tres periodas de 10 seg con un descanso entre

ellos de 20 seg.e

A caontinuacion, se centrifugaron a 3200 g durante 20 min a 5°C en
centrifuga Kontron. Seguidamente se recogieron los sobrenadantes que fueron mantenidos

en frio hasta el momento de su valoracién.

Se separaron dos alicuotas de estas muestras. Una de ellas se dializé frente
a tampén fosfato pH 7,4, 50mM, durante 24 horas, renovando el tampon de didlisis a las
12 horas. Esta muestra dializada se utilizé para las medidas de las actividades enzimaticas
superéxido dismutasa y glutatién reductasa. La otra alicuota, se separd a su vez en tres,
& la primera se le afadi6 lubrol (1mg de lubrol por cada 1004 de muestra) para medir la
actividad citocromo oxidasa y a la segunda alicuota Triton-X-100 {104l de Triton al 10%
por cada 100ul de muestra) para valorar 1a actividad catalasa. Después de afadir lubrol o
Triton se esperd 30 minutos para realizar el ensayo enzimatico. La tercera alicuta se utilizé

para analizar la actividad glutatién peroxidasa y para la valoracién de proteinas.



PREPARACION DE MUESTRAS
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2.- Medidas enzimaticas

A. Medida de la actividad superdxido dismutasa

Las medidas de actividades enzimaticas estan basadas normalmente en la
desaparicién de sustrato o en la aparicién de productos. La reaccién de dismutacion que
cataliza la SOD no se estudia facilmente por esos criterios, dehido a la naturaleza del
sustrato, el radical superdéxido, muy inestable. Consecuentemente |la medida directa no es

usada normalmente para los ensayos de SOD en muestras.

En el presente trabajo hemos usado el método de S. Marklund v G. Marklund
{1974} con las modificaciones realizadas por R.F. Del Maestro y W. Mc Donald. Este
método indirecto estd basado en la autoxidacion del pirogalol {1,2,3, benzenotriol} en la
cual estd implicado el radical superéxido. La SOD tiene la capacidad como sabemos de
eliminar radical superdxido, y asi mediante cortas reacciones en cadena, disminuye la tasa
de autoxidacion del pirogalol. La reaccion es seguida por el cambio en la absorbancia a 420

nm, longitud de onda en la cual el pirogalol oxidado tiene un maximo de absorbancia.

Se dializaron las muestras, tal y como se explicé en el apartado 1, pues
sustancias de bajo peso molecular interfieren en la medida aunque el glutatién no
interferiria en esta técnica del pirogalol (Roth y Gilbert, 1984} , después hube que eliminar
la hemoglobina presente en dichas muestras pues interfiere en la reaccion. Para ello se
afadid 0,33 ml de etanol y O,18ml de cloroformo por cada ml de muestra, a continuacidn
se agitd durante 5 minutos en Vortex, seguidamente se centrigugd a 1200g durante 10
min a 5°C, se recogid el sobrenadante y con éste se realizaron las medidas. Este
tratamiento no altera la actividad SOD-Cu-Zn que representa mas del 90% de la actividad

S0OD en los tejidos estudiados.
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Para este ensayo los reactivos usados fueron:

- Tampén Tris 50mM, pH 7,4, con DTPA TmM
- Pirogalol 24mM preparado en CIH 10mM

El tampdn Tris se burbujeaba durante 20 minutos antes de la valoracién. El
pirogalol era preparado en el momento justo de realizar el ensayo y mantenido en hielo

picado durante las valoraciones.

LLa actividad SOD se midié en presencia y ausencia de muestra. Se hicieron
varias reacciones control {sin muestra), al principio vy al final de la serie de medidas que

realizdbamos en el dia.
Las medidas se realizaron en microcubetas de cuarzo que contenian:

- 0,75 ml de Tris- DTPA
- 25 yl de muestra
- 25 ul de pirogalol

En las reacciones control los 25 ul de muestra fueron sustituidos por Tris-
DTPA. La reaccién comenzaba en el momento de afadir el pirogalol y la duracién de la
medida era de 5 minutos. El ensayo era realizado a 25°C, manteniendo el compartimento

de la cubeta y la solucidén Tris-DTPA termostatizados.

Finalmente los célculos de la actividad SOD fueron realizados segun las

siguientes expresiones:

ADOControl-ADOMuestra

%Inhibicign= DO
ontro

o/ : g a s V-F
USOD[mgtej= Ml‘éﬁm VJ—X

n
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siendq:

~ ADOControf incremento de absorbancia por minuto de la
reaccion control

- ADOMuestra : incremento de absorbancia por minuto de la
reaccion con muestra

-V, : Volumen total en la cubeta

- F : factor de dilucidn de la muestra

- V. : Volumen de muestra

- X : mg de tej por mi de tampdn fosfato usado en la

homogengizacion
La actividad especifica {U SOD/mg proteinal fue calculada una vez valoradas
las proteinas por el método Lowry et a/.
B.- Medida de la actividad catalasa
La medida de la actividad catalasa fue determinada por €l método de Beers
y Sizer {1952), el cual se basa en el descenso de la absorbancia a 240 nm por unidad de

tiempo debido a la descomposicién del H,0, por la catalasa.

Después de anadir Triton-X-100 a los sobrenadantes, como va se indicd en

el apartado 1, se esperd 30 minutos y se precedid entonces a realizar el ensayo.
Para este ensavyo se utilizd:

- Tampén fosfato 50mM, pH 7.4
H,0, 14mM

Las medidas se realizaron con microcubetas de cuarzo, con un paso de luz

de 1 cm. A la cubeta se afadia:
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- 0,67 mi de H,0,
- 30 ul de muestra

Lareaccidon comenzaba en el momento de afadir la muestra, la duracién del

ensayo era de un minuto. La temperatura a la que se realizaba era de 25°C.

Para los blancos (O absorbancia) se usd tampédn fosfato en lugar de H,0, y

30 ul de muestra.

Los calculos de la actividad catalasa se hicieron segun la siguiente formula:

ADO[mIn.V,.F.1,1
eV, .X

ACT.CAT Total{pmoles H,O,fmin.mg tej)=

siendo:
- ADO/min : incremento de absorbancia por minuto

- V,: Volumen total en la cubeta

F : Factor de dilucion de la muestra

- 1.1 : Factor de dilucién debido al triton

- & Coeficiente de extincion molar det H,0, (43,6 . 10 * yM'.cm™)
- V., : Volumen de la muestra

- X :mg de tejido por cada mi de tampdn utilizado al

homogeneizar

La actividad especifica fue calculada realizando una valoracién de proteinas

por el método de Lowry et af.
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C.- Medida de la actividad glutation peroxidasa

Parala medida de la actividad glutation peroxidasa hemos utilizado el método
de Paglia y Valentine (1967). Este método esta basado en la capacidad de la Glutatién
peroxidasa dependiente de selenio de catalizar la destruccién de peréxidos inorgénicos
como el H,0,. Con este método se mide la tasa de oxidacidn del GSH por H,0,, catalizada
por la glutation peroxidasa presente en la muestra, para ello se sigue el descenso de
absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion del NADPH en presencia de exceso de

glutatién reductasa.

Estas reacciones acopladas serian:

H,0, 2 GSH NADP*
GPx GR
ROH + H,0 GSSG NADPH

Para este ensayo se utilizaron las siguiente soluciones:

* Solucién reactiva:
- 3.4 mg de Azida Sdédica
- 4,8 mg de EDTA
- 15,8 mg de GSH
- 2,4 mg de NADPH
- 13 unidades de GR

- 12 mi de tampdn fosfato

* Solucion de H,0, 0,071 mM
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La solucién reactiva se prepara burbujeando con nitrégeno durante 10
minutos antes de afiadir los distintos componentes. Después de disolver los distintos
componentes se vuelve a burbujear y se mantiene tapado. Esta solucién se prepard

siempre en el momento de su utilizacién,

En este ensayo enzimatico hay gue tener en cuenta que aiin en ausencia de
enzima, existe siempre reaccién. Por ello realizabamos siempre una reaccién en ausencia
de muestra, que denomindbamos no catalizada, para poder cuantificar la reaccidn

espontanea.

En la reaccion no catalizada se afadid a la cubeta:
- 0,65 ml de solucion reactiva

- 25 ul de tampdn fosfato

- 25 4l de H,0,

Antes de aradir el perdxido de hidrégeno la reaccién se dejaba incubar
durante 4 minutos. Esta reaccidn se ponia en marcha en el momento de afadir el H,0, vy
se media el descenso de absorbancia a 340 nm durante 5 minutos. El blanco {0

absorbancia) se hacia con la solucién reactiva y tampdn fosfato antes de anadir el H,0,.

La reaccidn no catalizada contenia:
- 0,65 ml de solucién reactiva

- 25 yl de muestra

- 25wt de H,0,

Antes de afadir el H,0, se incubaba durante 4 minutos, y de la misma
manera que en {a reaccién no catalizada el blanco se hacia con la solucién reactiva y la
muestra. En el momento de afadir el H,0, se iniciaba la reaccién que duraba también 5

minutos.

Las cubetas donde se realizaron los ensayos eran microcubetas de cuarzo

con un paso de luz de 1 cm. La reaccidn se hizo a 25°C manteniendo el compartimento de
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la cubeta y la solucion reactiva termostatizados.

Los célculos de la actividad glutatién peroxidasa se hicieron segun la

siguiente expresion:

ADO/min.V,.F
€.V, X

m

ACT.GPx Total(nmoles NADPH[min.mg tej)=

siendo:
~ ADO/min: incremento de absorbancia por minuto
- V, : volumen total en la cubeta
- F : factor de dilucién de la muestra
- €: coeficiente de extincidn molar del NADPH a 340 nm
(6,22. 10* nM.cm)
= V_ :volumen de la muestra

- X : 50 mg de tejido/ml de tampén fosfato

Después de la determinacién de las proteinas los célculos se expresaron
como actividad especifica.

D.- Medida de la actividad glutatién reductasa

Como ya se explicé en el apartado de Introduccién el enzima glutatién

reductasa cataliza lareduccién del glutatién utilizando NADPH como fuente de equivalentes

de reduccidn.
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GR
GSSG + NADPH ——»  20GSH + NADP”

El presente método se basa en el seguimiento de la oxidacidn del NADPH,

siendo la longitud de onda empleada 340 nm.

Las soluciones empleadas en esta valoracién fueron:

- tampdn fosfato 50 Mm con EDTA 6.3 mM
- NADPH emM (0,3 Mm en cubeta)
- GS5G 80mM (4 Mm en cubeta)

Una vez dializadas las muestras, tal y como se describio en el apartado 1,
se procedid a su valoracidn. Se utilizaron microcubetas de cuarzo con un paso de luz de

1 c¢m. La reaccidén se llevaba afadiendo a la cubeta:

- 0,58 m! de tampdn fosfato + EDTA
- B0 ul de muestra

- 35 ul de GSSG

- 35 ul de NADPH

La reaccidn era seguida durante 4 minutos después de esperar 30 sequndos
de retraso inicial. Se llevaba a cabo ademads, en cada serie de ensayos realizados en el dia,
una reaccion no catalizada en la que se sustituia la muestra por 50 gl de tampén fosfato
+ EDTA. Alrealizar esta reaccion se cuantificaba la oxidacién producida espontdneamente
{a cual se tenia en cuenta para los calculos de la actividad. El blanco {0 absorbancia) se
hacia con ef tampdn fosfato + EDTA vy la muestra, o sdlo tampén fosfato + EDTA en el

casc de |la no catalizada.

La reaccion se realizé a 25°C de la misma manera que en los ensayos del

resto de enzimas.
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El calculo de la actividad enzimatica se realizé mediante la siguiente

expresion:

ADO/mIn.V,.F
eV X

m

ACT.GR Total{nmoles NADPH[min.mg tej)=

siendo:

- ADO/min :incremento de absorbancia por minuto resultado de restar el
incremento de absorbancia por minuto de la reaccidon no catalizada a el de
la reaccién catalizada.

- V., : volumen total en la cubeta

- F : factor de dilucién de la muestra

- & coeficiente de extincion molar de NADPH a 340 nm
(6,22.10° nMT ecm™)

-V, : volumen de muestra

- X : mg de tejido por cada ml de tampdn utilizado en {a homogeneizacién.

La actividad especifica fue calculada una vez valoradas las proteinas por el

método de Lowry et a/.

E.- Medida de la actividad citocromo oxidasa

La medida de la actividad citocromo oxidasa fue determinada por el método
de L. Smith (1955). Este método se basa en el seguimiento a 550 nm de la tasa de

oxidacién del citocromo ¢ reducido.
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Después de afadir lubrol a los sobrenadantes como se indico en el apartado

1, se esperd 30 minutos y se procedid a realizar el ensayo.

Para realizar el presente ensayo se necesitaba citocromo reducido el cual se
obtuvo, reduciendo el citocromo ¢ comercial disuelto en tampén fosfato 50mM pH 7.4,
con ascorbato (0,6 ml fosfato + 6 mg citocromo ¢ + 3 mg de ascorbato). El ascorbato
se eliminaba dializando frente a tampoén fosfato 50mM pH 7,4, durante 24 hrs. renovando

el tampén a las 12 hrs.

La medida se realizé durante 30 segundos después de adadir los siguientes

reactivos a una microcubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz:

- 0,65 ml tampén fosfato
- 50 ul de citocromo ¢ reducido (56 M en cubeta)

- 20 4l de muestra

El blanco {0 absorbancia) se hizo sustituyendo los 20 ul de muestra por 20
1 de ferricianuro potdsico 33mM (0,2 mM en cubeta), se esperaba 5 minutos y se hacia
el O de absorbacia. La misién delferricianuro es la de oxidar al citocromo, y asi tener el

blanco con citocromo oxidado.

Las medidas fueron realizadas a 25°C manteniendo el tampdén fosfato v el

compartimento de la cubeta termostatizados.

Los célculos de realizaron segun la siguiente formula:

ADO/min.V.F
E.F X

ACT.COX Total(nmoles cit.c ox.fmin.mg tej)=
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siendo:

- ADO/min : incremento de absorbancia por minuto
-\, : volumen total en la cubeta

F : factor de dilucién de la muestra

- €: coeficiente de extincién molar {18,5.10° nM'.cm™")

- V. : volumen de la muestra

m

- X : 50 mg de tejido/ml de tampdn fosfato

La actividad citocromo oxidasa especifica fue calculada después de realizar

la correspondiente valoracién de proteinas.

3.- Valoracign de proteinas

Parala valoracién de proteinas necesaria para la obtencién de las actividades
especificas de los enzimas anteriores, se utilizd el método de Lowry et a/. {(1951). Esta
técnica colorimétrica estd basada en la interaccion del reactive de Folin
(fosfomolibdotungstico) con los grupos fendlicos de la tirosina, la cual esta presente en
muchas proteinas. Esta interaccion da lugar a color, la intensidad de color es directamente

proporcional a la concentracidn de proteina.
Para que las tirosinas resulten accesibles al reactivo de Folin es necesario la
presencia de iones cobre, formando complejos Cu-proteina, asi las tirosinas quedan

expuestas al medio acuoso.

Los reactivos usados fueron:

reactivo A : Na CO; al 2% en NaOH 0,1 N
reactive B : Cu 50,4 H,0 al 1%

reactivo C : Tartrato Na-K al 2%

*

reactivo de Folin



Material y Métodos 82

Se afadio a cada tubo de ensayo, 0,05 ml de muestra y 0,95 ml de H,0
destilada. En el bianco se anadié 1 ml de H,0 destilada. Seguidamente se hizo una mezcla
con los reactivos A, By C enlas proporciones 100/1/1 respectivamente. Se afadié a cada
tubo 5 ml de esta mezcla y posteriormente se incubdé a 30°C durante 15 minutos. A
continuacion se anadid 0,5 mi de una mezcla de reactivo Folin y H,Q destilada a partes
iguales. Seguidamente se incubdé a 30°C durante 30 minutoé. Las dos incubaciones
realizadas se hicieron con agitacién. Por dltimo, se realizd la lectura colorimétrica a 546

nm,

La curva patrdn se construyd a partir de una solucién de albdmina bovina en
H,0 destilada con una concentracidon de 8 mg/ml, y a partir de ésta se hicieron las distintas
diluciones. El intervalo de concentraciones empleado para la curva patréon fue desde 0,4
mg albumina/0,05 ml, hasta 0,038 mg albumina/0,05 ml, obteniéndose asi la siguiente

recta de regresion :

mg protfmg tej :—Qi;a.ZO.

1
X

siendo:

- a=0,07417141793
- b= 1,028253148

- X: 50 mg tej./mi de tampén empleado en la homogeneizacién

caeficiente de regresidén r= 0,968
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4.- Métodos estadisticos

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos en el trabajo experimental

se realizaron los siguientes tratamientos estadisticos:

A. Caracteristicas muestrales

De cada conjunto de datos se obtuvo:

- Media aritmética de cada grupo de datos

- Error estandar de la media

B. Andlisis estadistico

- Anélisis de varianza de una via.

Se usod este procedimiento para analizar los parametros valorados en funcién
del tipo de tratamiento y para analizar en funcion del tiempo de tratamiento la variacién de
ciertos parametros {peso corporal, ingesta) dentro de cada grupo experimental.

- Test de minima diferencia significativa (LSD).

Este test se aplicd a posteriori y permiti6 precisar las diferencias entre grupos

en los casos en los gque se obtuvo significacién en el analisis de varianza previo. En todos

los casos se tomd como minimo grado de confianza p < 0,05.



RESULTADOS



I. PESO DE LA INGESTA. (Figura 1, tabla l)

Como ya se explicé en el apartado de Materiales y Métodos se realiz6 un
seguimiento a o largo del periodo de experimentacién del peso de la ingesta de los

animales controles.

Este valor no varié significativamente durante el estudio. En la figura 1 se

puede observar la evolucién de este parametro durante las 8 semanas de experimentacion.

Il. PESO DE ANIMALES (Figura 2, tabia II)

A lo largo del periodo de experimentacién se hizo un seguimiento del peso
corporal de los tres grupos experimentales. Los resultados de dicho seguimiento se pueden

cbservar en la figura 2.

Los resultados se analizaron tanto longitudinalmente {evolucién del peso
corporal dentro de cada grupo) como transversalmente (diferencias del peso entre los

distintos grupos).
1.- Estudio longitudinal

En el grupo de animales controles, se observa un aumento progresivo del
peso corporal de los animales a lo largo del estudio. Estos valores, respecto al inicio del
experimentn (12 semanas), son significativamente mayores alas 16 semanas {(p< 0,05)

v alas 20 semanas {p< 0,001).

En el grupo de restriccidn calérica global se observa un aumento del peso
durante las 8 semanas que dura el estudio. Durante las cuatro primeras semanas no se

observa variacién significativa del peso corporal. Sin embargo, en las cuatro Gltimas
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semanas si se observa un aumento significativo {(p< 0,05) del peso.

En los animales restringidos en hidratos de carbono durante las 4 primeras
semanas se observa una disminucién altamente significativa del peso corporal (p<
0,001). En las cuatro siguientes semanas este peso se mantiene no habiendo diferencias
significativos respecto al valor a las 4 semanas, ¢l resultado del peso en este punto varia

significativamente {p< 0,05) respecto al valor al principio del experimento.

2.- Estudio transversal

Al principio del experimento, evidentemente, (os pesos medios de los
distintos grupos eran muy homogéneos, pues como ya se ha explicado en Material y
Métodos, el criterio para distribuir a fos ratones en los tres grupos era conseguir que el

peso medio fuera similar.

A las cuatro semanas de tratamiento cuando los animales contaban con 16
semanas de edad., el pesg de los animales de restriccién caldrica global (R} era
significativamente menor {(p< 0,01) gue el grupo control. En este mismo punto, el peso
de los animales restringidos en hidratos de carbono (RH) también variaba significativamente
con respecto al grupo control, pero en este caso la significacién era aun mayor (p<
0,001), ya que en este caso el descenso de peso era mas alto que en grupo anterior. Entre

los dos grupos de tratamiento R y RH existian también diferencias significativas {p< 0,05).

A las ocho semanas de tratamiento, et peso corporal del grupo R era
significativamente menor (p< 0,001} gue el grupo control, y las diferencias habian
aumentado con respecto al punto anterior. En este punto también el grupo RH mostraba
variaciones significativas {p< 0,001} con respecto al grupo control. Entre los dos grupos

de tratamiento R y RH también se observaban diferencias significativas {p< 0,05).
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Figura 1.- Ingesta de los animales controles a lo largo del periodo de
experimentacion.



Tabla I. Variacion del peso de la ingesta de fos animales control a lo largo del periodo de
experimentacion,

INGESTA DEL GRUPO CONTROL (gr)

13 semanas 7,98 = 1,12 (10)
14 semanas 8,21 £ 1,16 (7)
15 semanas 8,47 £ 0,86 (7)
16 semanas 7,44 £ 1,35 (7)
18 semanas 7.80 = 1,11 (7)

Los resultados estdn expresados como media aritmética + error estandar.

() = nimero de datos.
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Figura 2.- Peso corporal de los animales objeto del estudio a lo largo del periodo
de experimentacién.



Tabla Il. Variacién del peso corporal de los animales objeto del estudic a 1o largo del
periodo de experimentacion.

PESO CORPORAL (gr)

12 semanas 16 semanas 20 semanas
a* .k
C 40,56 + 0,62 46,57 = 1,74 <« + » 52,63 % 2,49a
o o
R 40,50 + 0,47 41,09 + 0,82 « » - 43,13 = 0,68
1 ?
' } o g:"
RH 40,69 = 0,69 37,29 = 0,47 38,41 + 0,65

Los resultados estdn expresados como media aritmética + error estandar.

Los asteriscos muestran las diferencias significativas existentes con respecto al grupo
control (C}.

a: diferencias significativas dentro del mismo tratamiento con respecto al grupo de 12
semanas.

b: diferencias significativas con respecto al grupo control en un mismo tiempo.

*p < 0,05 »« p < 0,01; =ap < 0,001

El nimero de datos en todos los casos fueron 7.
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Iit. ACTIVIDADES ENZIMATICAS

1.- HIGADO
A. Superdxido-dismutasa (Figura 3, tabla IIl)

No se observa ninguna variacion en la actividad total (U SOD/mg de tejido)
ni en la actividad especifica (U SOD/mg de proteina) en los grupos R y RH con respecto

al control. Tampoco existen diferencias significativas entre los grupos R y RH.

Se ohserva sin embargo, que en el grupo R existe un pequeno aumento de
la actividad SOD respecto a los otros dos grupos, tanto en la actividad especifica como en

la total.
B. Catalasa (Figura 4, tabla V)

No se observa ninguna variacion significativa de la actividad catalasa, ya sea
total o especifica, de los grupos R v RH respecto al control. Tampoco existen diferencias
significativas de los grupos R Y RH entre si. Se observa. sin embargo un ligerc aumento
de la actividad catalasica en el grupo R tanto respecto al control como al grupo RH, pero

como se ha dicho antes este aumento-no llega a ser significativo.
C. Glutatién-peroxidasa (Figura 5, Tabla V)

En la actividad Se-GPx (especifica y total), no se cobserva ningun efecto
debido a ia restriccidn caldrica global, ni debido a la restriccidn en hidratos de carbono.
Tampoco existen diferencias significativas entre estos dos grupos. No obstante, aungue
no llega a ser significativo, se ve que la actividad GPx (especifica y total) aumenta en el

grupo R y en el grupo RH este aumento es adn mayor.
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Figura 3.- Actividad SOD, especifica y total, en higado de ratones controles (C),
restringidos (R) y restringidos en hidratos de carbono {RH).



Tabla lll. Actividad SOD en higado de ratones controles (C}, restringidos (R) y restringidos
en hidratos de carbono (RH).

SOD HIGADO
U SOD/mg de tejido U SOD/mg de proteina
C 0,739 + 0,058 (7) 2,66 = 0,23 (7)
R 0,793 £ 0,079 (7) 2,74 + 0,28 (7)
RH 0,723 £ 0,059 (7) 2,54 = 0,22 (7)

Los resultados estdn expresados como media aritmética + error estandar.
{) = ndmero de datos
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Figura 4.- Actividad CAT, total y especifica, en el higado de ratones controles (C),

restringidos (R}, y restringidos en hidratos de carbono (RH).



Tabla 1V. Actividad CAT en el higado de ratones controles (C), restringidos (R}, y
restringidos en hidratos de carbono (RH).

CAT HIGADO
umales H,O,/min.mg tgj umoles H,0,/min.mg prot
C 28,7 + 5,7 (7) 102 = 20 (7)
R 34,2 £ 3,5(7) 117 £ 10 (7)
RH 30,6 £ 5.4(7) 106 £ 18 (7)

Los resultados estan expresados como media aritmética + error estandar.
{} = ndmero de datos
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Figura 5.- Actividad GPx Se-dependiente en el higado de ratones controles (C),
restringidos (R}, y restringidos en hidratos de carbono (RH).



Tabla V. Actividad GPx Se dependiente en el higado de ratones controles {C}, restringidos
(R}, vy restringidos en hidratos de carbono (RH).

GPx HIGADQ
nmoles NADPH/min.mg tej nmoles NADPH/min.mg prot
C 126 £ 14 (7) 445 + 38 (7)
R 148 + 8 (7) 511 £ 24 (7)
RH 152 £ 10 (7) 531 £ 23 (7)

Los resultados estan expresados como media aritmética + error estandar.
{ } = ndmero de datos
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D. Glutatidon-reductasa {Figura 6, tabla Vi)

No se observan diferencias significativas entre ninguno de los grupos en lo
que se refiere a la actividad glutation reductasa ya sea la actividad referida a mg de tejido
{total) como referida a mg de proteina {especifica). Existe una ligera disminucidén de la

actividad GR (especifica y total) en el grupo R pero sin llegar a ser significativo.
E. Citocromo-oxidasa (Figura 7, Tabla VIi}

Respecto a la actividad COX , ya sea total o especifica, no existe ningun
efecto sobre ésta de la restriccién caldrica global ni de la restriccién en hidratos de
carbono. Tampoco existen diferencias significativas entre estos dos grupos (R y RH). Sin
legar a ser significativo existe un ligero aumento de la actividad COX total y especifica en

el grupo de restriccién caldrica global.
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Figura 6.- Actividad GR, total y especifica, en el higado de ratones controles (C),

restringidos (R), y restringidos en hidratos de carbono (RH).



Tabia VI. Actividad GR en el higado de ratones controles (C}, restringidos (R}, vy
restringidos en hidratos de carbono (RH).

GR HIGADO
nmoles NADPH/min.mg tej nmoles NADPH/min.mg prot
C 3.76 + 0,46 {7) 13,4 £ 1,4(7)
R 3,5 = 0,35(7) 12,1 = 1,2(7)
RH 4,12 = 0,27 (7) 14,3 £ 0,7 (7)

Los resultados estdn expresados como media aritmética £ error estéandar.
{} = ndmero de datos
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Figura 7.- Actividad COX en el higado de ratones controles (C), restringidos (R}, y

restringidos en hidratos de carbono (RH).



Tabia VI. Actividad COX en el higado de ratones controles {Cj}, restringidos (R}, vy
restringidos en hidratos de carbono (RH).

COX HIGADQ
nmoles CIT C/min.mg tej nmoles CIT C/min.mg prot
C 9,6 + 1,2(7) 33,6 £ 3,5(7)
R 12,3 £ 1,7 (7} 42,4 + 5,9(7)
RH 10.2 + 1.4 (7) 35,7 £ 4,7 (7}

Los resultados estédn expresados como ' media aritmética + error estandar.
() = ndmero de datos
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2.- RINON
A. Superoxido-dismutasa (Figura 8, tabla Vill)

No se han encontrado variaciones significativas en la actividad SOD tanto
especifica como total, en ningun grupo experimental. Sinembargo, se observa un aumento
de ésta enzima en el grupo R tanto en la actividad especifica como total, aunque este

aumento no llega a ser significativo.
B. Catalasa (Figura 9, tabla 1X)

La actividad cataldsica de rifnén no se ha visto modificada significativamente
enlos distintos grupos experimentales tanto para la actividad total como parala especifica.
Se puede apreciar sin embargo, un ligero aumento, que no llega a ser significativo, de la

actividad catalasa en el grupo R.
C. Glutation-peroxidasa (Figura 10, tabla X)

En el grupo de restriccién en hidratos de carbono se produce un aumento de
la actividad Se-GPx conrespecto al grupo control {(p< 0,01) tanto paraia actividad Se-GPx
total como especifica. En el grupo de restriccién calérica global no se observa ningun
cambio significativo, aunque el valor de la actividad Se-GPx es ligeramente mayor que el
grupc control. Tampoco se dan diferencias significativas entre el grupo de restriccién

caldrica global y restriccién en hidratos de carbono.
D. Glutatién-reductasa (Figura 11, tabla Xl)

La actividad GR ({especifica y totall no se ha visto medificada
significativamente entre los distintos grupos experimentales. Sin embargo, se observa que
esta actividad disminuye ligeramente en los dos grupos de tratamiento con respecto al
control, pero sin llegar a ser significativo. No existe ningdn cambio de los grupos R y RH

entre si.
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Figura 8.- Actividad SOD, total y especifica, en el riidn de ratones controles (C),

restringidos (R) y restringidos en hidratos de carbono (RH).



Tabla ViII. Actividad SOD en el rifién de ratones controles (C), restringidos (R} y
restringidos en hidratos de carbono (RH).

SOD RINON
U SOD/mg de tejido U S0OD/mg de proteina
C 0.477 + 0,065 (7} 2,07 £ 0,19 (7}
R 0.507 + 0,033 (7} 2,22 £ 0,12 (7)
AH 0,443 + 0,048 (7) 2,04 = 0,25 (7)

Los resultados estan expresados como media aritmética + error estandar.
(} = ndmero de datos
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Figura 9.- Actividad CAT en el rinén de ratones controles (C), restringidos (R), y

restringidos en hidratos de carbono (RH})



Tabla IX. Actividad CAT en el rifidn de ratones controles (C), restringidos (R), vy
restringidos en hidratos de carbono (RH}.

CAT RINON
gmoles H,0,/min.mg tej pumoles H,0,/min.mg prot
C 12,2 £ 2.4 (7) 55,0 = 11,8 (7)
R 12,9 + 1,9(7) 56,2 + 8,01(7)
RH 11.7 £ 1,6 (7) 63,3 =+ 7.3(7)

Los resultados estdn expresados como media aritmética + error estandar.
{) = ndmero de datos
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Figura 10.- Actividad Gpx Se-dependiente, total y especifica, en el rifidn de ratones

controles (C}, restringidos (R}, y restringidos en hidratos de carbono (RH}.



Tabla X. Actividad GPx Se dependiente en el rindn de ratones controles (C), restringidos
(R), y restringidos en hidratos de carbono (RH).

GPx RINON
nmoles NADPH/min.mg tej nmoles NADPH/min.mg prot
C 55,8 + 2,4 (7) 251 + 17 (7)
R 64,2 + 2,7 (7) 282 + 12 (7)
RH 70.2 + 4.0 (7) 322 + 21 (™"

L.os resultados estan expresados como media aritmética + error estandar.
Los asteriscos muestran las diferencias significativas respecto al grupo control (C).

*p < 0,05; »» p < 0,01;++ep < 0,001

{ } = ndmero de datos
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Figura 11.- Actividad GR, total y especifica, en el rifién de ratones controles (C),

restringidos (R), y restringidos en hidratos de carbono (RH).



Tabla XI. Actividad GR en &l rindn de ratones controles (C), restringidos (R), y restringidos
en hidratos de carbono (RH).

GR RINON
nmoles NADPH/min.mg tej nmoles NADPH/min.mg prot
C 6.79 + 0,70 (7) 30,3 = 3,2(7)
R ' 6.07 + 0,45 (7) 26,7 + 2,0 (7)
RH 581 = 0,55 (7) 26,7 £ 2,6 (7}

Los resultados estan expresados como media aritmética + error estandar.
{) = nimero de datos
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E. Citocromo-oxidasa (Figura 12, tabla XlI)

En el grupo de animales restringidos en hidratos de carbono existe un
aumento de la actividad citocromo oxidasa especifica, que llega a ser significativa (p<
0,05). En lo que se refiere al grupo de restriccidn caldrica global, la actividad citocromo
oxidasa especifica también estd aumentada con respecto al control, pero esté aumento no
llega a ser significativo. La actividad citocromo oxidasa referida a mg de tejido presenta
la misma tendencia que en el caso de la actividad especifica pero que ni para el grupo R

ni para el RH llega a ser significativa.
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Figura 12.- Actividad COX, total y especifica, en el rifidén de ratones controles (C},

restringidos (R), y restringidos en hidratos de carbono (RH).



Tabla XIl. Actividad COX en el rinén de ratones controles (C), restringidos (R}, vy
restringidos en hidratos de carbono (RH).

COX RINON
nmoles CIT C/min.mg tej nmoles CIT C/min.mg prot
C 8.7 £ 0.8(7) 39 = 3.7 (7
R 11 £+ 1,0(7) 47 £ 4,9 (7)
RH 12 £ 1,1(7) 53 + 4,8(7)

Los resultados estan expresados como media aritmética + error estandar.

Los asteriscos muestran las diferencias significativas existentes con respecto al grupo
control (C).

» D < 0,05, »p < 0,01;+++p < 0,001

{) = nimero de datos



DISCUSION



Durante el periodo de restriccién calérica global y de hidratos de carbono,
la evolucién del peso corporal de los tres grupos experimentales con el tiempo muestra
claras diferencias significativas en el grupo R (disminuye el 18%), y en el grupo RH
{(disminuye el 27%) con respecto al grupo control, lo cual estd en concordancia con lo
observado por otros autores, cuando el grado de restriccidn caldrica era igualmente del
40%, siendo en estos casos la reduccidn de peso del 25% a los 6 meses {Laganiere y Yu,

1989a) o del 28% vy 23% a los 12 vy 24 meses respectivamente (Koizumi et a/., 1987).

Cuando la restriccion caldrica es impuesta en roedores jdvenes, el
crecimiento es inhibido y por lo tanto da lugar a animales mas pequefios. McCay vy
colaboradores en 1935 (McCay et a/., 1235}, interpretaron el fenémeno de aumento de
la longevidad debido a la restriccién calérica basédndose en este hecho. Sin embargo, en
la actualidad se sabe que la masa corporal {sin considerar la grasa), aumenta en ratas
sometidas a restriccién caldrica durante el 70% de su vida {Enesco et a/., 1991}, En
coincidencia con la literatura nuestro estudio presentd en lo que al grupo R se refiere, un
aumento de peso a o largo del periodo de experimentacién pero mas lento que los
controles. Sin embargo, en el grupo RH se produce el efecto contrario, disminuciéon del
peso en las primeras semanas, si bien entre las 16 y 20 semanas se corrige ligeramente
aumentando de peso, pero sin llegar al peso original. El crecimiento de los animales del
grupo RH es menor que el gue se ohserva en el grupo R. De cualquier manera el peso del
grupo RH neo tiene por qué seguir la misma pauta que la indicada por Enesco y

colaboradores, pues el tipo de restriccién es distinta.

La ingesta del grupo control, la cual fue comprobada periodicamente, fue
muy constante a lo largo del periodo de experimentacién. Como la ingesta de los animales
restringidos dependia directamente de lo ingerido por el grupo control, estos resultados nos
dan idea de una uniformidad de las condiciones, en lo que a la restriccion se refiere, a lo

largo del periodo de estudio.

En el presente trabajo realizamos valoraciones de la enzimas antioxidantes
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SOD, CAT. GPx, GR y de la capacidad aerobica maxima COX, en el higado vy el rifion de
ratén con objeto de observar el papel de dichas actividades en el fendomeno de la

restriccion calérica.

Cuando se comparan los resultados obtenidos por diferentes autores en
relacién con la restriccidén calérica, hay que tener en cuenta tanto el tipo de restriccion

aplicada como la duracion de dicho tratamiento.

En cuanto al tipo de restriccidn, existe variabilidad tanto su grado, como en
la manera en que €sta se llevaba a cabo, pues hay autores gue realizan la restriccién
dando alimento a los animales en dias alternos, en cambio otros reducen la ingesta de
calorias diarias, como es nuestro casg, consiguiendo asi un mayor control para este tipo

de tratamiento.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que en la mayor parte de los trabajos
realizados previamente, los animales restringidos estan sometidos a una reduccion de la
ingesta de vitaminas y minerales, por lo que si lo que perseguimos es ver el efecto de la
restriccién caldrica Unicamente, y no un efecto combinado debido a una deficiencia
vitaminica o de minerales, se tendria que suplementar |a dieta de los animales restringidos
con estos elementos. En el presente trabajo hemos tenido en cuenta este hecho por lo que
hemos anadido a la dieta vitaminas y minerales en la misma proporcidn en que la
restriccidn habia sido aplicada, de modo que la ingesta final de estas sustancias esenciales
erala misma en los tres grupos. De los frabajos realizados hasta la fecha por otros autores,
son escasos en |los que se controle este factor (Koizumi et a/., 1987; Laganiere y
Fernandes, 1991).

Debido al tipo de valoraciones realizadas, enzimas antioxidantes, hay que
tener muy en cuenta que un descenso en la ingesta de vitaminas antioxidantes podria
inducir a estas enzimas. Se precisa por lo tanto trabajos en los que se realice un buen

control de la dieta en este sentido.

Por otro lado, la mayoria de 1os trabajos sobre restriccion calérica, no son
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tan completos como el presente estudio en cuanto al nimero de enzimas antioxidantes
valoradas. Una gran proporcidon de éstos estan realizados en rata, y s6lo alguno en ratén
(Koizumi et af, 1987). La mayor parte son longitudinales a largo plazo, en los que se
valoraban a distintos tiempos las diferencias entre el grupo restringido vy el control. En
estos trabajos, las valoraciones realizadas en los primeros meses de restriccién son
equiparables en la mayoria de los casos a nuestro estudio a corto plazo, siempre salvando

las distancias que suponen el método empleado, el tipo de restriccidn y la especie utilizada.

El higado ha sido el érgano mas estudiado en los trabajos mas recientes de
restriccién caidrica. Nuestros resultados en este 6rgano muestran gue la actividad
superdxido dismutasa (SOD), tanto especifica como total, no varia significativamente con
respecto al grupo control. Estos resultados coinciden con otros autores en trabajos
realizados en higado de rata. Entre éstos estan los realizados en ratas Fischer 344 y con
un grado de restriccidn similar al empleado por nosotros pero sin control de las vitaminas
y minerales, en (os que no se han encontrado aumentos significativos de la actividad SOD
a los 2,5 meses de tratamiento (Rao et &/, 1990; Masoro et af, 1991). Pieri y
colaboradores, por otra parte, en trabajos realizados enratas Wistar hembras coinciden con
nuestros resultados a los 2,5 meses de restriccidn, aunque en este caso se realizd por el
método de dar a los animales de comer en dias alternos (Pieri et a/., 1982). Por otro ladag,
Koizumi vy colaboradores, en ratdn con igual grado de restriccidn al empleado por nosotros,
y con suplementacion en vitaminas y minerales no encuentran, coincidiendo con nosotros,
variaciones en la actividad SOD a corto plazo (Koizumi et a/., 1987). Sin embargo, cuando
la restriccion se realizé a largo plazo {1-2 afios), se encontraron aumentos en la SOD en

animales restringidos viejos respecto a los controles viejos (Rao et a/, 1990},

De forma analoga a o que ocurria con la actividad superdxido dismutasa,
ocurre con la actividad catalasa; no se observan variaciones significativas de dicha
actividad durante el periodo de restriccién caldrica de 2 meses con respecto al grupo
control. Entre las enzimas antioxidantes, la catalasa ha sido la mas estudiada en relacion
con este tema, no en vano fue en la primera enzima en la gque se observd un aumento
durante la restriccion. En 1969 Ross observé que en los animales restringidos aumentaba

la CAT en ratas viejas, y en cambio no se observaba variacién de dicha actividad en ratas
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jovenes y por lo tanto sometidas a un corto periodo de restriccion, (Ross et a/., 1969) lo
cual estaria en concordacia con los datos obtenidos en nuestro trabajo. Existen otros
trabajos realizados recientemente en ratas Fischer 344 machos y con el mismo grado de
restriccién al empleado por nosotros que apoyan nuestros resultados en el sentido de que
no se observan variaciones significativas de la actividad catalasa, {(Rao et a/., 1990).
Igualmente Koizumi y colaboradores tampoco encuentran variaciones significativas para
esta actividad. El trabajo realizado por estos autores es especialmente comparable con el
nuestro pues tanto la especie empleada, como el grado de restriccion y la suplementacion
vitaminica y de minerales coinciden con nuestro trabajo {(Koizumi et a/, 1987). Existen
también trabajos en higado de ratas Fischer 344 con el mismo tipo de restriccidn que la
impuesta en el presente estudio, en los que sus resultados no estan en concordancia con
los nuestros, ya que en estas estudios se observan aumentos significativos de la actividad
catalasa en periodos de restriccion cortos (Masoro et al., 1991, Laganiere y Yu, 1989b).
No obstante, en periodos de restriccién a largo plazo, se producian aumentos en la
actividad catalasa cuando se comparaban animales viejos restringidos con controles de la
misma edad (Koizumi et al., 1987; Semsei et al., 1989, Laganierey Yu, 1989b; Rao et a/.,
1990: Pieri et al., 1992; Masoro, 1891).

En estudios sobre réstriccion calérica la glutatién peroxidasa es una enzima
que, al igual que la catalasa, ha sido ampliamente estudiada. Los resuitados sobre la GPx
nos muestran que esta enzima presenta valores mas altos en los ratones restringidos con
respecto al grupc contro! pero, aungue no se alcanza la significacion, es la enzima que més
cerca estd de ella. Existe bastante variabilidad en cuanto a los resultados de otros autores
enrelacion con esta enzima en higado. En concordancia con nuestros datos estan por una
parte los trabajos de Masoro y colaboradores realizados en higado de rata Fischer 344 en
los que no se observa un aumento significativo de la actividad glutatién peroxidasa
{(Masoro et al., 1990} y los realizados por otros autores también en higado de rata y bajo
un 40% de restriccidn en los que la actividad GPx permanece invariable con respecto ai
grupo control (Rao et a/., 1990). En ratas Lobund Wistar sometidas a una restriccién del
30% a corto plazo se observé por ejemplo, que la GPx aumentaba significativamente con
respecta al grupo de ratas controles (Chen et a/., 1992). En restriccidon caldrica del 40%,

como la utilizada por nosotros pero sin suplementacion en vitaminas y minerales, se
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observd que esta actividad aumentaba significativamente enratas Fischer 344 restringidas
después de 1,5 meses de tratamiento (Laganiere y Yu, 1886b). Por otra parte, en
restriccién realizada a largo plazo se encontraron aumentos significativos de la actividad
GPx en animales restringidos viejos con respecto a controles del mismo tiempo (Rao et a/.,

1990; Chen et al., 1992).

En el higado la Unica enzima que presenta valores inferiores a los del control
es la glutatién reductasa, aunque no existen diferencias significativas. Atigual que ocurria
con la glutatién peroxidasa existe mucha variabilidad en los datos de la GR en la literarura.
Far ejemplo, en ratas Fischer 344 restrigidas al 60% de la ingesta del control, no se
observaron cambios en la actividad glutation reductasa a los 1,5 meses de restriccién. Sin
embargo, cuando se analizaba dicha enzima a los 4,5 meses de restriccion se observaba
un aumento significativo (Laganiere y Yu, 1289b). En este mismo tipo de ratas e igual
grado de restriccidén, otro autor tampoco ohserva incrementos significativos de dicha
actividad a los 6 meses de tratamiento. (Masoro et a/., 1990). En restriccién calérica del
30% realizada a corto plazo, en ratas macho Lobund Wistar se observo un aumento
significativo de actividad glutatién reductasa en ratas libres de germenes, pero ninguna
variacion en ratas convencionales (Chen et a/., 1992). Sin embargo, cuando se sometieron
a periodos de restriccién largos (1-2 anos), se encontraban incrementos significatives en
la GR en animales restringidos viejos con respecto a los animales controles de la misma
edad (Laganiere y Yu, 1989b; Masoro, 1991).

En cuanto a la actividad citocromo oxidasa hepdtica, no conocemaos ninguin
trabajo de restriccién caldrica realizado hasta fa fecha en el que se mida dicha enzima. En
nuestros resultados se observa que esta actividad no aumenta significativamente. Por una
parte esta enzima nos da idea de la capacidad aerobica maxima, lo cual seria importante
en cuanto a su relacion con los radicales de oxigeno, y por otra parte nos sirve como
control va que no actuaria al mismo nivel que las enzimas antioxidantes, y por lo tanto nos
ayudaria a intuir si la variacién en las enzimas es especifico de enzimas antioxidantes o

estan también implicadas otras actividades enzimaticas.

En la actualidad existen muy pocos trabajos que estudien la restriccién
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caldrica generalizada en el rifién. La mayoria de los trabajos realizados en este érgano, en
relacién con este tema, se han basado en la restriccidon proteica. Estos estudios se han
realizado de esta manera porque se sabe que la restriccién de proteinas disminuye la
incidencia de nefropatias, las cuales son una de las principales enfermedades asociadas

con la edad en ratas (Sambuichi, 1991; Masoro et a/, 1391).

Los resultados del presente trabajo en el rifdn indican que las enzimas
antioxidantes no sufren ninguna variacién significativa en la restriccién a corto plazo. El
unico trabajo conocido por nosotros en el gque se estudie en rifidn las actividades
enzimaticas después de la restriccion caldrica, valora dnicamente la activididad glutatién
reductasa, no produciéndose ninguna variacién significativa enlos primeros meses, aungue
si se producian aumentos de dicha actividad cuando la restriccién se realizaba a largo plazo
{Laganiere y Fernandes, 1921). En este trabajo al igual que en el nuestro, se suplementd

la dieta con vitaminas y minerales.

En cuanto al grupo experimental de restriccion en hidratos de carbono, el
presente trabajo es novedoso pues este tipo de tratamiento, reduciendo un Jdnico
componente de la dieta, nc se habia sido realizado hasta la fecha por ningun otro autor.
Si bien es cierto que llevado a cabo reducciones en la ingesta de proteinas, {Sambuichi ,
1991; Masoro et a/., 1991) éstas se realizaron disminuyendo dei porcentaje de proteinas,
pero con dieta isocalérica. Ademas, debido a la baja proporcion existente de proteinas en
ta dieta normal de rata-ratén una restriccién del 40% no es posible. Por lo tanto, dada la
novedad del trabajo no puede realizarse una discusion de nuestros resultados con otros

autores.

No se observa ninguna variacién significativa de las enzimas antioxidantes
o de la citocromo oxidasa en el higado de los animales restringidos en hidratos de carbono

con respecto a los controles.

En el rifdn de los ratones sometidos a restriccién de hidratos de carbono,
se observa un aumento significativo de la actividad glutatidn peroxidasa; esta enzima

muestra tambien una tendencia al alza en animales de restriccidén calédrica global tanto en
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el higado como en el rifdn.

La actividad citocromo oxidasa especifica también muestra un incremento
significativo en el rifién de!l grupo RH. Sin embargo, la actividad total no se ve afectada,

aunque estd muy cerca de la significacién.,

£l aumento de la actividad glutatién peroxidasa en el riidn de animales
restringidos en hidratos de carbono, podria significar una mayor capacidad de
destoxificacién de hidroperdxidos, aunque también podria representar un ajuste frente a

una capacidad aerdbica mdxima aumentada.

En el rifdn dei grupo de animales restringidos en hidratos de carbono el resto
de las enzimas no varian significativamente, al igual que ocurria en &l rifidén de restriccidn

calérica global.

Muchos de los estudios sobre restriccidn caldrica en rata y ratén muestran,
salvo excepciones (Chen et a/., 1992), una disminucidn de las enzimas antioxidantes con
la edad. Por otra. parte, como ya hemos explicado, en periodos de restriccién caldrica
mayores de 12 meses la tendencia generalizada es la de un aumento significativo de la
enzimas antioxidantes en animales restringidos con respecto al control de ta misma edad
{Ross, 1969; Koizumi et al., 1987; Semseietal., 1989; Weindruch, 1989; Laganiere y Yu,
1989b; Rao ef a/.,1990; Masoro et 3/.,1991 Chen et a/.,1992; Pieri et af.. 1992). Esto
unido al hecho, corroborado por el présente trabajo, de gque en periodos de restriccidén
cortos no varian las enzimas antioxidantes, parece indicar que !a restriccion calérica actua
atenuando el declive generalizado de estas enzimas con la edad mas que induciendo
dichas actividades. Si fuera asi, se esperaria un aumento significativo de las enzimas
antioxidantes tanto en periodos de restriccién cortos como a largo plazo. Ademas, en la
mayoria de los casos, los animales restringidos también presentan un declive de sus
actividades enzimaticas antioxidantes y nunca superan los valores de los animales

controles jovenes.

Es posible gue el aumento de enzimas antioxidantes en la restriccion calérica
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no sea el responsable de los efectos producidos por este tipo de tratamiento (aumento
hasta un 50% de la vida maxima, retraso incidencia de tumores, etc.), ya que las
variaciones de estas enzimas no son tan acusadas como para justificar unos efectos tan
expectaculares. Por lo tanto podriamos decir, que aungue si bien un aumento en las
enzimas antioxidantes puede mejorar el estado general del organismo, estas variaciones
podrian ser, cuando se producen, efecto de la restriccién calérica mas que.causa de sus

notables efectos sobre la longevidad.



CONCLUSIONES



1) La restriccién calérica global a corto plazo, no produce variaciones
significativas de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa, catalasa, glutatién
peroxidasa, glutatién reductasa ni de la capacidad aerdbica mdxima (citocromo oxidasa)

en el higado y el rifidn.

2) Lla restriccion en hidratos de carbono a corto plazo, en el higado no
modifica la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, glutation reductasa ni de la capacidad aerdbica maxima (citocromo
oxidasa); produciendo en el rindn aumentos significativos de las actividades glutatién

peroxidasa y citocromo oxidasa.

3) El aumento de la actividad glutatién peroxidasa en el grupo de
‘restringidos  en  hidratos de carbono podria significar una mayor capacidad de
destoxiticacion de hidroperdxidos en el rifidn. Sin embargo, es posible que este cambio

represente un ajuste frente a una mayor capacidad aerdbica maxima.

4) La comparaciéon de nuestros resultados con los disponibles en la
bibliografia sugiere que ta restriccidn calérica no actuaria, como se ha indicado a veces,
induciendo las enzimas antioxidantes, sino atenuando el declive de las mismas en animales
viejos. El papel de este efecto en el desarrollo del fendmeno de la restriccidén calérica no

ha sido adn aclarado.



BIBLIOGRAFIA



AMES V.N,,CATHCART R., SCHWIERS E. y HOCHSTEIN P. {1981). Uric acid provides an
antioxidant defense in humans against oxidant -and radical-caused aging and

cancer:a hypothesis. Proc. Natl. Acad. Sci. 78: 6858-6862.

BEERS R.F. y SIZER i.W. {1952). A spectrophotometric method for measuring the
breakdown of hydrogen peroxide by catalase. J. Bio/. Chem.195:
133-140.

CERAMI A. (1985). Hypothesis: Glucose as a mediator of aging. J. Am. Geriat. Soc. 33:
626-634.

CUTLER R.F. {1984). Antioxidants, aging, and longevity. En: Free Radicals in Biclogy, vol
VI { W.A. Pryor Ed.). Academic Press. New York. pp 379-428.

CUTLER R.G. (1986). Aging and oxygen radicals. En: Physiology of Oxygen Radicals
{Taylor A.E., Matlon S., Ward P. Eds.}.Am. Physiol. Soc. Bethesda, MD.
Clinical Monograph Series.pp. 251-285.

CHANCE C., SIES H. y BOVERIS A. {1979). Hydroperoxide metabolism in mammalian
organs. Phisiol Rev., 59: 527-605.

CHEN L.H. y SNYDER D.L. (1991). Effects of age, dietary restriction and germ-free
enviroment on glutathione-related enzymes in Lobund-Wistar rats. Arch.

Gerontol. Geriatr. 14: 17-26.

DAVIES K.J.A. {(1987). Protein damage and degradation by oxygen radicals. General
Aspects. The Journal of Biological Chemistry. 262: 9895-9901.



Bibliografia 127

DAVIES K.J.A., DELSIGNORE M.E. y LIN S.W. (1987a). Protein damage and degradaticn
by oxygen radicals. Modification of amino acids. The Journal of Biological

Chemnistry. 262: 9895-9801.

DAVIES K.J.A. y DELSIGNORE M.E. (1987b). Protein damage and degradation by oxygen
radicals. Modification of secondary and terciary structure. The Journal of

Biological Chemistry. 262: 9895-9901.

DEL MAESTRO R.F. y McDONALD W. Oxidative enzymes in tissue homogenates. CARC
Handbood of Methods for Oxygen Radical Research.pp. 291-293.

DEL RIO L.A., SANDALIO L.M. yv PLAMA J.M. {1980). A new cellular function for

peroxisomes related to oxygen free radicals. Experientia 46 : 989-992.

ENESCO H.E., SHIMOKAWA I, y YU B.P. {(1991), Effect of dietary restriction and aging
on polyploidy in rat liver. Mechanisms of Agening and Development. 59: 69-
78.

FRAGA C.G., SHINEGAGA M.K., PARK J.W., DEGAN P., y AMES B. (1990). Oxidative
damage to DNA during aging: 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine in rat organ
DNA and urine. Proc. Natl Acad. Sci. 87: 4533-4537.

FRIDOVICH I. {1979}, Superoxide and superoxide dismutases. Avanc. inorg. Biochem., 1:
1-40.

GILMAN-SACHS A., KIM Y.M., POLLARD M., y SNYDER D.L.(1991). Influence of aging,
environmental antigens, and dietary restriction on expression of lymphocyte
subsets in germ-free and conventional Lobund-Wistar rats. Journal of

Gerontology. 46: B101-106.

HALLIWELL B. {(1981). Free Radicals, oxygen toxicity and aging. En: Age Pigments (Sohal
R.S. Ed.}. Elsevier. North-Holland Biomedical Press. Amsterdam. pp 1-62.



Bibliografia 128

HALLIWELL B. y GUDTTERIDGE J.M.C. (1889). Free Radicals in Biology and Medicine.

Oxford University Press. New Yaork.

INGRAM D.K., CUTLER R. G., WEINDRUCH R., RENQUIST B.M, KNAPKA J.J., APRIL M.,
BELCHERC.T., CLARKM.A., HATCHERSON C.D., MARRIOTT V.M. y ROTH
G.S. (1990). Dietary restriction and aging: the initiation of a primate study.
Journal of Gerontology. 45: B148-163.

KOIZUMI A., WEINDRUCHR., y WALFORD R. (1987)}. Influences of dietary restriction and
age on liver enzyme activities and lipid peroxidation in mice. The Journal of

Nutritionn. 117: 361-367.

LAGANIERE S. y FERNANDES G. (1991). Study on the lipid composition of aging Fischer-
344 ratlimphoid cells: effect of long-term calocrie restriction. Lipids 26: 47 2-
478,

LAGANIERE S.y YU B.P. {1987). Anti-lipoperoxidation action of food restriction. Biochem.
Biophys. Res. Comm. 145: 1185-1191.

LAGANIERE S. vy YU B.P. {1989a). Effect of chronic food restriction in aging rats I. Liver
subcellular membranes. Mechanisms of ageing and development. 48: 207-
219. -

LAGANIERE S. y YU B.P. {1989b). Effect of chronic food restriction in aging rats Il. Liver
cytosolic antioxidants and related enzymes. Mechanisms of ageing and
development. 48: 221-230.

LEWIS S.E.M., GOLDSPIND D. F., PHIPLLIPS J.G., MERRY B.J. y HOLEHAN A.M. (1985).
The effects of ageing and chronic dietary restriction on whole body growth

and protein turnover in the rat. Exp. Gerontol., 20: 353-263.



Bibliografia 129

LOWRY O.H., ROSEBROUGH N.J., FARR A.L. v RANDALL R.J. (1951). Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193: 265-275.

MARKLUND S., MARKLUND G. {1974). Involvement of the superoxide anion radical in the
autoxidation of pyrogallol and a convenient assay for superoxide dismutase.
Eur. J. Biochem.47: 469-474.

MASORQO E.J.(1992). A dietary key to uncovering aging processes. NIPS 7.
187-160.

MASORO E.J., KATZ M.S., y McMAHAN C.A. {(1989). Evidence for the glycation
hypothesis of aging from the food-restricted rodent model. Journal of
Gerontology. 44: B-20-22.

MASORO E.J. y McCARTER R.J.M. (1981}, Aging as a consequence of fuel utilization.
Aging. 3: 117-128.

MASORO E.J., SHIMOKAWA |. y YU B.Y. {1991). Retardation of the aging processes in
rats by food restriction, Annals of the New York Academy of Sciences.
621: 337-351.

McCARTER R., MASORO E.J. y YU B.P. (1985). Does food restriction retard aging by
reducing the metabolic rate?. Am. J. Physiol 248: E488-490.

McCAY C., CROWEEL M. y MAYNARD L. (1935). The effect of retarded growth upon the
length of life and upon ultimate size. J. Nutr. 10: 63-79.

McCORD J.M. y FRIFOVICH !. {1969). Superoxide dismutase. An enzymic funcion for
erythrocuprein {haemocuprein). J. Biol. Chem. 244: 6049-6055.

MEDVEDEV Z.A. (1990}. An attent at a rational classification of theories of ageing. Bio/.
Rev. 65: 375-398,



Bibliografia 130

MIQUEL J. ECONOMOS A.C., FLEMING J. y JOHNSON J.R. (1980). Mitocondrial role in
cell aging. Exp. Gerontol. 15: 5756-591.

NOHN H. Y HEGNER D. (1978). Do mitocondria produce oxygen radicals in vivo ?. Europ.
J. Biochem., 82: 563-567.

OSHINO N., JAMIESON D. SUGNO T. y CHANCE B. (1975). Optical measurement of the
catalase-hydrogen peroxide intermediate {(compound 1) in the liver of
anaesthetised rats. its implication to hydrogen peroxide /n situ. Biochem. J.
146: 53-56.

PAGLIA D.E. v VALENTINE W.N. (1967). Studies on the quantitative and qualitative
characterization of erythrocyte glutathione peraoxidase. J. Lab. Clin. Med. 70:
158-169.

PEARL R. (1228). The rate of living. University of London Press.

PIERI C., FALASCA M., MARCHESELLI F., MORONI F., RECCHIONI R., MARMQCCHI F,
y LUPIDI G. (1992). Food restriction in females Wistar rats: V. Lipid
peroxidation and antioxidant enzymes in the liver. Arch. Gerontol. Geriatr.
14: 93-99.

PITSIKAS N., GAROFALO P., MANFRIDI A., ZANOTTI A., y ALGERI S. (1991). Effect of
lifelong hypocaloric diet on discrete memory of senescentrat. Aging. 3: 147-
152,

PRYOR W.A. (1986). Oxy-radicals and related species: Their formation, lifetimes, and
reactions. Ann. Rev. Physiol. 48: 657-67.

RAO G., XIA E., NADAKAVUKAREN M.J. y RICHARDSON A. (1990). Effect of Dietary
Restriction on the age-dependent changes in the expression of antioxidant

enzymes in rat liver. The Journal of Nutrition. 120: 602-609.



Bibliografia 131

RATTANS.ILH., WARD W .F., GLENTING M., SVENDSEN L, RIS B. y CLARKB.F.C.{1991}.
Dietary calorie restriction does not affect the levels of protein elongation
factors in rat livers during ageing. Mechanisms of Ageing and Development.
58: 85-91.

ROSS M.H. (1969). Aging, nutrition and hepatic enzyme activity pattern in the rat. The
Journal of Nutrition. 97: 563-602.

ROTHE.F. y GILBERT H.S. (1984}, The pirogallol assay for superoxide dismutase: absence
of a glutation artifact. Anafytical Biochemistry 137: 50-53.

RUBNER M. {1208). Das problem der lebensdauer und seine beziehungen zu wachstum und

erndhrung. Oldenburg R. ed. Mdnchen.

SACHER G.A. {1977). En: Handbook of the Biology of Aging. (Finch C. y Hayflick L. eds.).
New York: Reinhold. pp. 582-639.

SAMBUICHI E.J., SHIZUKA F., y KISHI K. (1991). The influence of dietary protein on lipid
peroxide formation in old, food restricted rats. Nutrition research. 11:1415-
1426.

SAULR.L., GEE P. y AMES B.N. {1987). En: Modern Bioclogical Theories of Aging (Warner
H.R. et a/. eds.). Raven Press. New York.

SCHUCKELT R., BRIGELIUS-FLOHE R., URSINI F., FLOHE L. {1991). Phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidase is a selenoenzyme distinct from the
classical glutathione peroxidase as evident from c¢cDna and aminoacid

sequencing. Free. Rad. Res. Comms. 14: 343-361.

SEMSEI |., RAO G. y RICHARDSON A. {1989). Changes in the expression of superoxide
dismutase and catalase as a funtion of age and dietary restriction.

Biochemical and Biophysical Research Communications. 167: 620-625.



Bibliografia 132

SIMIC M.G. (1992). The rate of DNA damage and aging. En: Free Radicals and Aging

{Emerit |., Chance B. Eds.) Birkhduser Verlag Basel. Switzerland.

SIMONETTI|., DE TATA V., DEL ROSO A., GORI Z. y BERGAMINI {1990). Changes in the
transmural distribution of antioxidant enzymes activities across the left
ventricle heart wall from rats fed ad libitum or food-restricted during growth

and aging. Arch. Gerontol. Geriatr. 10: 163-171.

SMITH L. (1955). Spectrophotometric assays of citochrome ¢ oxidase. En: Methods of
Biochemical Analysis. Vol.2 (Gick D. Ed.) Wiley- Interscience. New York.
pp.427-434.

SOHAL R.S. y ALLEN R.G.{(1986). Relationship between oxygen metabolism, aging and
development. Adv. in Free Rad. Med. 2: 117-160.

SOHAL R.5., ARNOLD L. y ORR W.C. (1990). Effect of age on superoxide dismutase,
catalase, glutathione reductase, inorganic peroxides, TBA-reactive material,
GSH/GSSG, NADPH/NADP™ IN Drosophifa melanogaster. Mech. Ageing Dev.
56: 223-235.

SOHAL R.S., FARMER K.J., ALLEN R.G., y COHEN N.R. (1983). Effect of age on oxygen
consumption, superoxide dismutase, catalase, glutathione, inorganic
peroxides and chloroform-soluble antioxidants in the adult males housefly,
Musca domestica. Mech. Ageing Dev. 24: 185-195,

SOUTHORN P.A., POWIS G. y PHIL D. (1988). Free radicals in Medicine. |. Chemical
nature and biologic reactions. Mayo Clin. Proc. 63: 381-389.

STADTMAN E.R. (1988). Biochemical markers of aging. Experimental Gerontology 23:
327-347.



Bibliografia 133

STADTMAN E.R., STARKE-REED P.E., QLIVER C.N. CARNEY J.M. y FLOYD R.A. {1992).
Protein modification in aging. En: Free Radicals and Aging (Emerit 1., Chance

B. Eds.) Birkhduser Verlag Basel. Switzerland.

VIIDIK A. {1991). Past, present and future nutrition, ageing and longevity of men and

mice. European Journal of Gerontology. 1: 34-46.

WERAARCHAKUL N., STRONG R., WOOD W.G. y RICHARSON A. (1989). The effect of
aging and dietary restriction on DNA repair. Experimental Celf Research. 181:
197-204.

WEINDRUCH R.H. (1989). Dietary restriction, tumaors, and aging in rodents. Journal of
Gerontology. 44: 67-71.

WEINDRUCH R.H. y WALFORD R.L. {1982). Dietary restriction in mice beginning at 1 year
of age: Effect on lifespan and spontaneous cancer incidence. Science. 215:
1415-1418.

WOLFF S.P. y DEAN R.T. Glucose autoxidation and protein oxidation: role of autoxidative
glycosilation in diabetes mellitus and ageing. Biochem. J. 245: 243-250.

YU B.P., MASORO E.J., McMAHA C.A. (1985). Nutritional influences on aging of Fischer
344 rats. |. Physical, metabolic, and longevity characteristics. J. Gerontol.
40: 657-670.

YUSA T., BECKMAN J.S., CRAPQO D. y FREEMAN B.A. (1987). Hyperoxia increases H,0,
production by brain in vivo. J. Appl. Physiol. 63: 353-358.



	PORTADA
	Efecto de la restricción calórica y de hidratos de carbono sobre las enzimas antioxidantes en el hígado y el riñón de ratón
	ABREVIATURAS
	ÍNDICE
	INTRODUCCIÓN
	I. ENVEJECIMIENTO
	II. RESTRICCIÓN CALÓRICA
	III. TOXICIDAD DEL OXÍGENO
	IV. PEROXIDACIÓN DE MACROMOLÉCULAS
	V. DEFENSAS ANTIOXIDANTES

	OBJETIVOS
	MATERIAL Y MÉTODOS 
	I. MATERIAL
	II. DISEÑO EXPERIMENTAL
	III. MÉTODOS ANALÍTICOS

	RESULTADOS
	I. PESO DE LA INGESTA
	II. PESO DE ANIMALES 
	III. ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS

	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA


	,LÑ: 
	MLÑ: 


