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1.- ENVEJECIMIENTO 
  

En la actualidad existen unos 540 millones de personas mayores de 60 años. Para el 

año 2020 habrá unos 1.000 millones de personas. De ellos, 700 millones corresponderán a los 

países desarrollados, mientras que el resto pertenecerá al Tercer Mundo. En España el 19,6% 

de la población tiene más de 60 años y más de 80 años, el 3%. En el año 2025, los mayores de 

60 años alcanzarán el 21,2 % según la proyección de población. En Europa y Norteamérica la 

tendencia hacia el envejecimiento de la población es más intensa que en otros países. 

 

España será el país de la Unión Europea con mayor proporción de jubilados (35,6%) y 

menos personas en edad de trabajar (52,9%) sobre el total de la población en el año 2050. 

Cabe resaltar que en los países más desarrollados, la esperanza de vida al nacimiento 

promedio es de casi 76 años en el quinquenio 2000-2005 la cual podría aumentar a 81 años a 

mediados de este siglo, a la vez que en los países en desarrollo se estima que aumentará de 

63,4 a 73,1 años, durante el mismo periodo (figura 1). Estos países en desarrollo tampoco se 

están rejuveneciendo, ya que la disminución de las tasas de natalidad y el aumento de la 

longevidad están invirtiendo la pirámide de edad. En resumen, la población mundial avanza 

hacia un proceso acelerado de envejecimiento.  

 

 

 

Figura 1. Esperanza mundial de vida media al nacimiento, por sexo, 2000-2050.  
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En la actualidad, un 45% de los mayores de 65 años requiere de asistencia, y esta 

proporción aumenta conforme se eleva la longevidad (figura 2). Estos cambios demográficos 

están obligando a los países a desarrollar nuevas medidas de protección social y financiera 

necesarias para enfrentarse con éxito al problema del enorme coste financiero que supondrá el 

gasto sanitario debido al aumento de la población anciana. Entre el abanico de herramientas 

necesarias para afrontar esta situación, la investigación debe ser prioritaria, ya que conociendo 

los fenómenos que inducen el envejecimiento, se pueda poner en marcha las medidas 

preventivas que mejoren la calidad de vida de esas personas mayores, lo que redundará, 

aparte de en la felicidad personal,  en una menor necesidad de asistencia sanitaria y, por tanto, 

de gasto sanitario.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Porcentaje de  la población mundial de 60 años y más respecto a la población total, 1950-2050. 

 

El proceso de envejecimiento ha intrigado a la comunidad científica y ciudadana a lo 

largo de la historia. Los mecanismos subyacentes a este proceso no son bien conocidos, 

aunque se piensa que intervienen diversos factores. Se puede definir el envejecimiento como 

un proceso multifactorial que incluye una pérdida celular progresiva, déficits endocrinos y 

metabólicos, disminución de defensas, y pérdida funcional  que incrementa el riesgo de muerte. 

Los cambios acaecidos durante el envejecimiento serían responsables tanto del proceso 

mismo de envejecimiento fisiológico como de enfermedades asociadas con la edad como 

cáncer, enfermedades cardiovasculares, autoinmunes, degenerativas, etc. 
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Este proceso de envejecimiento ha sido, y está siendo, un objetivo prioritario en la 

investigación científica, sobre todo para aplicar medios enfocados no tanto a demorar su 

aparición, como a la prevención de las patologías asociadas al mismo. 

 

Teorías del envejecimiento 
 

Actualmente se dispone de teorías más o menos basadas en datos empíricos para la 

comprensión del envejecimiento. Estas teorías establecen que el envejecimiento es el 

resultado de una acumulación progresiva de defectos celulares como consecuencia de la 

pérdida de los sistemas defensivos necesarios [Kowald y cols., 1996]. Se han propuesto hasta 

300 teorías y clasificaciones para explicar el proceso de envejecimiento [Warner y cols., 1987; 

Medvedev, 1990], que podemos clasificar en dos grupos siendo las más aceptadas las 

siguientes: 

 

Teorías estocásticas: es un conjunto de teorías en las se da una serie de variables aleatorias, 

por lo que el envejecimiento será producto del azar y se estudiará mediante cálculos 

probabilísticos. 

 

Ente ellas destacan: 

 

- Teorías genéticas, como la teoría de la regulación genética, la teoría de la diferenciación 

terminal y la teoría de la inestabilidad del genoma, que dan al entorno de la célula la 

responsabilidad en los daños provocados aleatoriamente al DNA. 

 

- Teoría de la mutación somática propuesta por Szilard en 1959. Propone una acumulación de 

mutaciones en el nDNA de células somáticas, teniendo como resultado el envejecimiento. 

 

-Teoría de los radicales libres propuesta por Harman en 1956. Defiende que el envejecimiento 

se da por la suma de efectos perjudiciales fortuitos causados a tejidos por reacciones de 

radicales libres durante la respiración aerobia. 

- Teoría error-catástrofe propuesta por Orgel en 1963 y modificada en 1970. Esta hipótesis 

postula que conforme avanza la edad, surgen errores en los mecanismos de síntesis de 

proteínas, lo que provoca la producción de proteínas anormales. Si estas proteínas anormales 

se incluyen en la maquinaria que sintetiza nuevas proteínas, causarían incluso más errores en 

las próximas generaciones de proteínas y así sucesivamente, hasta llegar a una pérdida 

“catastrófica” de la homeostasis celular que conduce a la muerte celular. 
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- Teoría de las uniones cruzadas de estructuras celulares. Esta teoría propone que la formación 

de enlaces moleculares entre proteínas o cadenas de ácidos nucleicos aumenta con la edad. 

 

- Teoría de la acumulación de productos de desecho. Sheldrake en 1974 postuló: “el 

envejecimiento celular se puede explicar en términos de la acumulación de la ruptura de 

productos citoplasmáticos, algunos de los cuales pueden ser perjudiciales para la célula”. Para 

evitar la mortalidad, las células tendrían que seguir creciendo y dividiéndose, disminuyendo así 

su ruptura, y por tanto, la acumulación de productos dañinos para la célula. 

 

- Teoría inmunológica. Esta teoría postula que el genoma nuclear actúa de manera similar a un 

“reloj molecular” o “reloj celular”, siendo responsable de programar los cambios que irán 

apareciendo en el devenir de un organismo a lo largo de su vida. 

 

Teorías deterministas: estas teorías sugieren que algunos de los procesos del envejecimiento 

están programados de manera inherente en el genoma de cada organismo. Cabe resaltar entre 

ellas: 

 

- Teoría de la capacidad replicativa finita de las células. En un principio se creía que las células 

humanas con capacidad de proliferación en el organismo, se replicarían indefinidamente en los 

cultivos celulares. Más tarde, Martin y cols., en 1970 demostraron que la capacidad de 

duplicarse de éstas desciende progresivamente con la edad del donante. El telómero podría 

ser el reloj que determina la disminución en la capacidad proliferativa de las células. 

 

- Teorías evolutivas. Estas teorías se pueden dividir en tres grupos. El primer grupo propone 

que el envejecimiento es una adaptación necesaria, programado como desarrollo. El segundo 

postula que existen mutaciones perjudiciales que se activan tarde biológicamente, y que son 

las responsables del envejecimiento. Por último, el tercer grupo apunta que la senescencia es 

el resultado de un desajuste que se da entre la supervivencia tardía y la fecundidad temprana. 

 

Actualmente, la hipótesis del envejecimiento más importante es la del estrés oxidativo. 

Esta teoría se cimenta en que las sustancias reactivas derivadas del oxígeno (O2), producidas 

por el metabolismo aerobio celular, originarían daño oxidativo progresivo en toda la célula, 

induciendo su degeneración y muerte [Rajindar y cols., 1996; Shigenaga y cols., 1994].  

 

Otra teoría, relacionada con la anterior, es la que atañe a la principal fuente energética 

celular, la mitocondria. Gracias a una prolífica investigación realizada en la última década, se 

ha observado en la organela la existencia de cuantiosas alteraciones estructurales, funcionales 

y genéticas  asociadas con el envejecimiento [Schapira y cols., 1992; Muller y cols., 1992], con 

lo que se defiende que, con el tiempo, estas lesiones mitocondriales crónicas son la causa de 

la  degeneración celular. 
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1.1.- Teoría de los Radicales Libres. [Harman, 1956] 

  

Esta teoría postula que el envejecimiento es el resultado de la acumulación de  efectos 

perjudiciales fortuitos causados a los tejidos por reacciones de radicales libres producidos 

durante la respiración aerobia.  

Pese a ser la teoría de mayor aceptación en los últimos años, permanecen preguntas 

sin respuesta definitiva, como, por ejemplo si los radicales libres contribuyen a la iniciación y/o 

a la propagación del envejecimiento. 

Un radical libre es aquella especie química que tiene un electrón desapareado en su 

orbital más externo, lo que le confiere un alto poder para reaccionar con otras moléculas 

cercanas, captando (radicales oxidantes, como el HO
●
) o cediendo (radicales reductores, como 

el COO•) un electrón, para eliminar ese orbital incompleto. La molécula afectada por el radical 

libre queda inestable, de forma que pueden establecerse reacciones en cadena por medio de 

varias especies químicas que se oxidan y reducen secuencialmente, quedando las moléculas 

finalmente dañadas (figura 3). Los radicales libres más dañinos son las especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Interacción de radicales libres con biomoléculas (izquierda) ó con antioxidantes (derecha) 

 
Producción de radicales libres 
 

Los radicales libres proceden en su mayoría de fuentes endógenas, resultado de los 

procesos fisiológicos propios del organismo, como el metabolismo de los alimentos, la 

respiración y el ejercicio. Por ello, son generados en múltiples compartimentos y por múltiples 

enzimas celulares.  En menor proporción, los radicales libres se forman en el organismo como 

respuesta a la exposición a agentes exógenos. El acúmulo de radicales libres produce un 

estrés oxidativo que daña estructuras celulares (ácidos nucleicos, lípidos, carbohidratos y  
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proteínas), lo cual conduce a una disminución en la resistencia al ambiente y un incremento en 

la fragilidad celular que provoca la muerte de las células. 

 

La mayor producción de radicales libres, (hasta en un 90%), se da en la mitocondria. La 

generación de ROS es consecuencia de la fosforilación oxidativa, proceso que usa NADH o 

FADH para generar un gradiente electroquímico de protones a través de la membrana 

mitocondrial interna. Esta energía es invertida en fosforilar ADP a través de la vía F1-F0 

ATPasa. En algunos lugares de  la cadena de transporte electrónico, clásicamente atribuido a 

los complejos I y III [Kushnareva y cols., 2002; Chen y cols., 2003] (figura 4), los electrones 

procedentes de NADH y FADH pueden reaccionar directamente con oxígeno u otros aceptores 

de electrones y formar radicales libres [Balaban y cols., 2005]. Con la respiración aerobia, la 

mayoría del O2 es reducido a agua por acción del complejo IV, debido a la adición de 4 

electrones por molécula. Los pasos intermedios de esta reducción son la formación de anión 

superóxido (O2
-),peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (HO), correspondientes a la 

reducción por uno, dos o tres electrones respectivamente [Acuña-Castroviejo y cols., 2001]. Se 

cree que entre un 2 y un 4 % del O2 usado en la respiración aerobia deriva a radical libre, 

aunque puede que este porcentaje sea un orden de magnitud menor (entre 0,2 y 0,4%) [Di Lisa 

y cols., 2005]. Estos radicales libres son mediadores del envejecimiento y de otras patologías    

[Muravchick, 2008] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Complejos de la cadena respiratoria donde se producen el radical libre anión superóxido. 
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 Se pensaba que estas reacciones eran improductivas para el organismo, aunque más 

recientemente se ha propuesto que los ROS mitocondriales tienen un papel importante en 

procesos de señalización REDOX-dependiente [Balaban y cols., 2005]. Los radicales libres son 

también generados y utilizados por células como los neutrófilos, los monocitos, los macrófagos, 

los eosinófilos y los fibroblastos para eliminar organismos extraños al organismo como 

bacterias y virus. 

Otras fuentes endógenas de radicales libres son las enzimas, como la familia de las 

NADH oxidasas, las ciclooxigenasas, el citocromo P-450, el metabolismo de lípidos en los 

peroxisomas, etc. [Shigenaga y cols., 1994] 

 

Los factores exógenos que llevan a la producción de ROS son radiaciones ionizantes, 

rayos ultravioleta, contaminación ambiental, humo de cigarrillos, algunos fármacos, los aditivos 

químicos en alimentos procesados, los pesticidas etc. 

 

Las reacciones por las que se forman los ROS anteriormente mencionados, así como 

los RNS son:  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Generación de ROS y RNS. 

 

Los RNS como el óxido nítrico (NO)
 
se forman en la células por la acción de un grupo 

de enzimas llamadas óxido nítrico sintasa (NOS). Se han descrito y clonado tres isoformas de 

la NOS: NOS neuronal (nNOS ó NOS-1), NOS inducible (iNOS ó NOS-2) y NOS endotelial 

(eNOS ó NOS-3) [Andrew y Mayer, 1999; Alderton y cols., 2001]. Entre las características que 

permiten diferenciarlas destacan el tamaño de los monómeros y la dependencia de Ca
+2

 de las 

llamadas isoformas constitutivas (eNOS y nNOS) en contraste con la independencia de Ca
+2

 de 

la isoforma inducible (iNOS) [Andrew y Mayer, 1999; Alderton y cols., 2001]. 



Miguel Carretero Coca  

8 
 

 

El NO es un radical libre gaseoso, importante mediador en muchos procesos 

fisiológicos y patológicos, que se forma por oxidación  del nitrógeno guanidínico de la L-

arginina por la NOS. Puede funcionar como donador de electrones (oxidante) o como un 

aceptor de electrones (antioxidante). Este NO es poco reactivo y no puede nitrar proteínas 

irreversiblemente, pero es capaz de reaccionar con otros compuestos intermedios que pueden 

afectar
 
 a la función de proteínas y afectar con ello la del organismo entero. Por ejemplo, el NO 

reacciona con O2
-, produciendo el muy oxidante anión peroxinitrito (ONOO

-
). Este anión per se 

no es un radical, pero sí es un poderoso agente nitrosante. Además, este ONOO
- 

puede 

producir
 
HO y el radical de dióxido de nitrógeno (NO2

) [Álvarez y Radi, 2001; Álvarez y Radi, 

2003]. Conforme aumenta la concentración de NO se inhiben los complejos IV, III, y I 

[Ghafourifar y Richter, 1999], dañando de forma grave la CTE, lo que eleva a su vez la 

producción de ROS y RNS, formándose un circulo vicioso. Los ONOO
-
 inhiben 

irreversiblemente varios enzimas mitocondriales y los complejos I y II entre otros [Acuña-

Castroviejo y cols., 2001]. Los niveles de NO se cuantifican indirectamente midiendo la 

cantidad de nitritos (NO2
-
), ya que el NO es

 
muy inestable, reacciona rápidamente con agua  y 

pasa a NO2
-
.  

 

 

Figura 6. Síntesis de NO

 catalizada por la enzima NOS 

 

El estrés oxidativo se produce cuando existe un desequilibrio entre la producción de 

radicales libres y los agentes antioxidantes que los neutralizan, por lo que los radicales libres 

provocan daños en macromoléculas y en la célula, llevando a la muerte celular. Cuando un 

radical libre inicial modifica una biomolécula después de transferir o capturar un electrón se 

pueden establecer reacciones en cadena por medio de varios transportadores que se oxidan y 

se reducen secuencialmente, El daño es transmitido por medio de los transportadores, que 

incluso pueden ser moléculas circulantes. El incremento de radicales libres conduce a un 

deterioro celular que se refleja de manera muy acentuada durante el envejecimiento. 
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 El organismo dispone de sistemas de defensa antioxidante para neutralizar el exceso 

de  radicales libres. Al aumentar la producción de radicales libres, estos mecanismos se activan 

para controlar y estabilizar el ambiente redox intra o extracelular. Un antioxidante es aquella 

sustancia que, presente a bajas concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable 

(biomoléculas), retarda o previene la oxidación. Al interactuar con el radical libre, el 

antioxidante cede un electrón, se oxida y se transforma en un radical libre débil no tóxico. 

Existen dos tipos de antioxidantes: los endógenos, dotados por el propio sistema biológico, y 

los exógenos, tomados en la dieta. 

 

Los sistemas de defensa antioxidante se dividen en tres grupos, según su mecanismo de 

acción: 

 

- Primarios: son aquellos que previenen la formación de nuevos radicales libres, 

transformándolos en moléculas menos perjudiciales para el medio antes de que 

puedan reaccionar con éste, o bien evitan la propia formación del radical libre a partir 

de otras moléculas. De esta manera actúan las enzimas glutation peroxidada (GPx), 

glutation reductasa (GRd), catalasa (CAT), glutation S-transferasa, y otras proteínas 

que se unen a metales, con lo que limitan la disponibilidad del mismo para formar  

radicales. En la mitocondria, el O2

- es convertido a peróxido de hidrógeno por la 

enzima superóxido dismutasa, el cual es luego convertido a agua. Las acciones 

negativas del peróxido de hidrógeno, tanto en la mitocondria como en el citosol son 

impedidas por la enzima GPx ya que elimina el peróxido de hidrógeno a agua oxidando 

glutation reducido (GSH), produciendo glutation oxidado (GSSG). La GRd convierte de 

nuevo en GSH el GSSG [Harper y cols., 2004], siendo el NADPH el responsable del 

mantenimiento de esta reserva de GSH al ser oxidado a NADP
+
 (figura 7). La catalasa 

también detoxifica H2O2, pero su localización es citosólica y no mitocondrial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema de la acción de las enzimas antioxidantes glutatión peroxidada y glutatión reductasa. 

 

- Secundarios: son aquellos que capturan al radical libre evitando así la reacción en 

cadena, y por consiguiente los daños a las macromoléculas. Ejemplos de este tipo son  
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la melatonina, las vitaminas E y C, aMT, el beta-caroteno, ácido úrico, los estrógenos, 

etc.  

 

- Terciarios: reparan las biomoléculas ya dañadas por los radicales libres, como las 

enzimas reparadoras de ADN, etc. 

 

   La mitocondria posee otros sistemas defensivos, como el desacoplamiento entre la 

fosforilación oxidativa y la generación de ATP, ya que reduce la generación de O2
-. Si, en 

algún caso, se formara este radical, se encontraría con otra línea de defensa, el citocromo c del 

espacio intermembrana de la mitocondria, ya que este citocromo oxida el O2
- de nuevo a O2, 

mientras que el citocromo c reducido puede ser de nuevo oxidado por acción del complejo IV 

de la cadena de transporte electrónico. Este es el mecanismo más efectivo para la retirada de 

O2
-.  

 

En resumen, observamos como la relación entre la generación de oxidantes, los 

mecanismos de protección antioxidante y la reparación del daño oxidativo nos informará acerca 

del daño producido durante el envejecimiento. 

 

1.2.- Teoría mitocondrial [Miquel y cols., 1980]  

 

 En esta teoría, Miquel defiende que el envejecimiento celular puede derivar del daño 

causado al genoma mitocondrial por radicales libres producidos en la mitocondria. El mtDNA es 

una doble cadena de DNA circular de pequeño tamaño, estimado en torno a 16569 pares de 

bases. Contiene los genes para la codificación de 13 polipéptidos de la cadena respiratoria 

mitocondrial y de la fosforilación oxidativa, 2 RNA ribosómicos y 22 RNA de transferencia, 

imprescindibles para la síntesis proteica en las mitocondrias. Así, la integridad del genoma 

mitocondrial es esencial para el mantenimiento de la función energética de esta organela, y por 

tanto, de las células. 

 Esta hipótesis tiene varias ventajas: 

- sugiere mecanismos posibles de intervención en el proceso de envejecimiento. 

 

- Tiene una gran importancia clínica. La disfunción mitocondrial en las células somáticas 

puede ejercer un papel etiológico en algunas de las enfermedades degenerativas 

relacionadas con la edad. 

 

En 1972, Harman, que postuló la teoría de los radicales libres del envejecimiento, propone 

inicialmente la teoría mitocondrial. Esta teoría es refinada y ampliada  por Miquel en 1980. 

Existen, por tanto, nexos comunes entre ambas teorías. 
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Miquel y cols., en la denominada Teoría mitocondrial del envejecimiento [Miquel y cols., 

1989, 1992, 1996], mantienen que el envejecimiento celular puede derivar del daño causado al 

genoma mitocondrial (mtDNA) por radicales libres producidos en la membrana mitocondrial 

interna. Así, el daño oxidativo provocado a las diversas estructuras mitocondriales podría estar 

relacionado con los procesos de envejecimiento.   

 

En las células aeróbicas, la mitocondria es la principal fuente energética celular, 

produciendo un 90-95 % del ATP total, consumiendo aproximadamente un 95 % del O2 que 

utiliza la célula. Este proceso, como se ha mencionado anteriormente sería la principal fuente 

de las especies reactivas del oxígeno, que actúan mayoritariamente sobre las macromoléculas 

más próximas, como  los lípidos de la membrana mitocondrial, las proteínas de sus sistemas 

enzimáticos y, especialmente, el DNA mitocondrial (mtDNA), muy susceptible al daño oxidativo 

ya que este mtDNA no dispone ni de histonas [Schapira, 1992] que lo protejan ni  tampoco de 

todos los sistemas defensivos del DNA nuclear, con lo que es más propenso  a mutaciones, 

deleciones de la doble cadena, etc. Hasta hace poco se pensaba que carecía de  mecanismos 

de reparación [Ortí-Pareja y cols., 1998], aunque recientemente se ha descrito reparaciones  

basadas en la excisión de bases [Harper y cols., 2004]. Este acúmulo de daños  produciría un 

deterioro crónico y progresivo en la mitocondria y, por tanto, en la función celular. 

 

1.2.1.- DNA mitocondrial y envejecimiento. 

 

El mtDNA es una doble cadena de DNA circular de pequeño tamaño, aproximadamente 

constituida por  16.569 pares de bases. Contiene genes para la codificación de 13 polipéptidos 

relacionados con  la cadena respiratoria mitocondrial y en la fosforilación oxidativa, dos ácidos 

ribonucleicos (RNA) ribosómicos y 22 RNA de transferencia, imprescindibles para la síntesis 

proteica en las mitocondrias [Lee y cols., 1994].  La mayoría de la información está codificada 

en la hebra pesada, donde se encuentran genes para dos rRNAs, catorce tRNAs y doce 

polipépidos. La hebra ligera codifica ocho tRNAs y un único polipéptido. Por ello, la protección 

del  genoma mitocondrial es básica para el mantenimiento de la función energética de esta 

organela y con ella, de las células. La mayoría de las células somáticas contienen, 

aproximadamente, 5 mtDNA en cada mitocondria, variando esta cifra según el tejido [Schon y 

cols., 1994]. 

 

El mtDNA se sitúa en las proximidades de la membrana interna mitocondrial, estructura 

donde se realizan los procesos de fosforilación oxidativa que aportan la energía a la célula, y 

donde se generan la mayor parte de los radicales libres derivados del oxígeno [Shigenaga y 

cols., 1994].  

 

Este mtDNA es muy vulnerable a la agresión que producen estos radicales, como se ha 

mencionado en el punto anterior. Numerosos estudios han demostrado la existencia de daño  
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oxidativo en el mtDNA, en relación con la edad [Schapira y cols., 1994; Yakes y cols., 1997; 

Ozawa, 1995; Richter, 1995], así como el descubrimiento de mutaciones (roturas de la doble 

cadena, daños y eliminación de bases). También ha sido observado un incremento de 8-

oxoguanina (un indicador de alteración oxidativa) en el mtDNA [De la Asunción y cols., 1996], 

además de la existencia de daño en el genoma mitocondrial inducido por peróxido de 

hidrógeno (potente agente oxidante) [Yakes y cols., 1997]. 

 

Como se ha mencionado, la mayor parte del oxígeno utilizado por la mitocondria en la 

respiración aerobia es reducido a agua vía complejo IV mitocondrial por  la adición de cuatro 

electrones a cada molécula de oxígeno. En esta reducción de O2 puede ocurrir que el átomo de 

O2 escape del proceso en pasos intermedios, resultando así la formación de anión superóxido 

(O2
●
-), peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (HO

●
), correspondiendo a la reducción 

parcial por uno, dos y tres electrones respectivamente [Barja, 1999]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            

              Figura 8. DNA mitocondrial 

 

1.2.2.- Alteraciones y mecanismos de reparación mitocondriales. 

 

El O2
●
- per se posee una toxicidad limitada, aunque su peligro estriba en que da lugar a 

diferentes compuestos, los cuales al reaccionar con macromoléculas esenciales (lípidos, 

proteínas y DNA) pueden provocar una gran destrucción molecular. El O2
●
- pasa a H2O2, por la 
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acción de la superóxido dismutasa (SOD), enzima que tiene dos isoformas, CuZnSOD, situada 

en el citosol, mientras que MnSOD se localiza en la matriz mitocondrial. Esta enzima constituye 

la primera línea de defensa frente a las ROS [Antolín y cols., 1996]. Aunque la SOD juega un 

papel fundamental en la eliminación de radicales libre (O2
●
-) de la célula, cuando su actividad 

está crónicamente elevada sobre lo normal, como en el Síndrome de Down, puede incrementar 

el daño oxidativo, con lo que sería prooxidativa [Busciglio y Yanker, 1995].  

 

El H2O2 es reducido a agua por la acción de la CAT, aunque esta enzima no está 

presente en la mitocondria. En situaciones en las que la generación de H2O2 es muy elevada  

interviene la GPx, la cual sí se localiza en la organela. La GPx en presencia de 2 moléculas de 

GSH, convierte H2O2 en H2O, generando como producto de la oxidación del glutation una 

molécula de GSSG. Este GSSG es nuevamente reducido de forma rápida por la intervención 

de la GRd, una flavoproteínas citosólicas cuya principal acción es generar GSH mediante la 

reducción del GSSG. La actividad de la enzima NADPH es fundamental en el mantenimiento 

del estado redox del glutation y es generada a partir de la oxidación de la glucosa-6-fosfato (G-

6-P). Así, el GSH es una de las moléculas más importantes dada su acción antioxidante.  

 

Aunque la mayoría del H2O2 es detoxificado, una parte es convertida en HO
●

. En 

presencia de metales de transición, O2
●
- y H2O2 generan el radical HO

●
, que es 

extremadamente reactivo y es el responsable de iniciar la destrucción oxidativa de las diversas 

biomoléculas. 

 

El O2 también representa un peligro para  las membranas celulares debido a que afecta 

a la integridad de los ácidos grasos poliinsaturados. A esto se le suma que, variándose  la 

cantidad de O2  presente, éste puede ser incorporado a los lípidos de membrana de cadena 

larga, resultando en la destrucción de los mismos. 

 

Además de los ROS existen otras especies reactivas de nitrógeno (RNS) que son 

también dañinas para las macromoléculas. El O2
●
- combinado con NO

●
 forma ONOO- [Pryor y 

Squadrito, 1995]. NO
●

 y su metabolito ONOO
-
 son RNS producidos en la mitocondria. Éste 

último es muy reactivo, equiparable al HO
●
, y muy dañino para lípidos, proteínas y DNA. 

 

Para protegerse del daño oxidativo la mitocondria tiene dos mecanismos principales 

que son  la eliminación de ROS/RNS y la reparación del daño provocado a las moléculas. En 

condiciones fisiológicas deberá existir un equilibrio entre los mecanismos de generación y 

depuración de  O2
●
- y otras ROS [Acuña-Castroviejo y cols., 2002]. 
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1.2.3.- Alteraciones de la cadena respiratoria mitocondrial con la edad. 

 

Una de las principales funciones de la mitocondria es la de generar energía mediante 

un sistema integrado por cinco complejos de proteínas. Dichas estructuras proteicas, 

denominadas complejos mitocondriales y situadas en la membrana interna mitocondrial, 

funcionan como cadenas transportadoras de electrones que catalizan la fosforilación de ADP a 

ATP. La actividad de estos complejos mitocondriales disminuye con la edad, fundamentalmente 

la de los complejos I, II y IV. Numerosos estudios han indicado:  

 

 

 

Figura 9. Daño a la mitocondria por las ROS 

 

- El análisis por electroforesis del contenido de proteínas mitocondriales de tejido 

cerebral de rata demuestra que estas proteínas están disminuidas con la edad [Ragusa 

y cols., 1989] 
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-    Disminución de la actividad del complejo IV en tejido cerebral de ratas envejecidas 

[Curti y cols., 1990]. 

-  Disminución de los niveles de citocromo c en cerebro de ratas envejecidas [Benzi y 

cols., 1992]. 

- Reducción de la actividad de los complejos I y IV en tejido cerebral de primates 

[Bowling y cols., 1993]. 

- Reducción de la actividad de los complejos IV y V en cerebro de ratones [Ferrándiz y 

cols., 1994]. 

 

Estas alteraciones en las estructuras mitocondriales estarían relacionadas con la 

producción de radicales libres. 

 

1.2.4.- Alteraciones estructurales mitocondriales asociadas con la edad 

 

Se han descrito numerosas alteraciones en la estructura de la mitocondria que se han 

asociado a la edad, como son la vacuolización, agrandamiento de las mitocondrias, inclusiones 

intramitocondriales paracristalinas [Schapira, 1992; Feldman y cols., 1981; Frenzel y cols., 

1984], inclusiones tubulares y filamentosas [Miquel y cols., 1996; Vanneste y cols., 1981], 

inclusiones lipídicas, además de acumulación de glucógeno, agregaciones intracitoplasmáticas 

mitocondriales, pérdida de la matriz, [Coleman y cols., 1988] y variaciones en la distribución 

intracelular de las mitocondrias asociados con el envejecimiento. También se ha demostrado 

un aumento del área mitocondrial total, de la densidad numérica y de la densidad de volumen 

en relación con la edad [Zucchini y cols., 1995]. 

 

En cuanto a la estructura molecular la membrana mitocondrial sufre una disminución de 

los niveles de ácido linoleico y un incremento de los ácidos grasos poliinsaturados de larga 

cadena, los cuales son fácilmente oxidables [Shigenaga y cols., 1994; Castelluccio y cols., 

1994]. 

 

Se ha observado un aumento de los niveles de colesterol y una disminución del 

contenido de fosfolípidos [Paradies y cols., 1990]. Es remarcable también la caída del potencial 

de membrana, y el incremento en la generación de peróxido de hidrógeno en membrana 

[Sastre y cols., 1996].  

  

Otro fenoméno que hay que subrayar es la disminución de los niveles de cardiolipina 

en la membrana interna mitocondrial. La cardiolipina es un difosfatidil glicerol que desempeña 

una labor muy importante en la estructura y función mitocondrial, ya que actúa como anclaje 

para numerosas proteínas a la membrana interna mitocondrial (citocromo oxidasa, ADP/ATP 

translocador, translocador de fosfatos, ATP-sintetasa mitocondrial, entre otras), y está 

implicada en la permeabilidad y control de gradientes a través de dicha membrana. Se ha  
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documentado un descenso del contenido de cardiolipina en numerosos tejidos como son el 

cardíaco, hepático y cerebral asociado a la edad, con lo que se podría dar una gran alteración 

en el funcionamiento mitocondrial [Shigenaga y cols., 1994; Ruggiero y cols., 1992; Ames y 

cols., 1995], ya que repercute negativamente en las enzimas de la membrana interna y 

disminuye la permeabilidad, contribuyendo así a la degeneración mitocondrial. La cardiolipina 

contiene mayor cantidad de ácidos grasos insaturados en comparación a otros fosfolípidos, lo 

que la hace mucho más sensible a la oxidación. El estrés oxidativo promoverá la oxidación de 

estos ácidos grasos, y disminuirá la cardiolipina mitocondrial, provocando mayor daño 

mitocondrial, que finalmente, lleve a la degeneración y muerte celular.  

 

1.3.- Teoría inflamatoria [Chung y cols., 2001] 

 

En la mayoría de las patologías degenerativas asociadas al envejecimiento, el 

incremento de la producción de especies oxidantes va asociado a la inducción de un proceso 

inflamatorio crónico. La inflamación es un proceso biológico, activo, defensivo e inespecífico al 

agente causal, que se define como una reacción compleja de defensa ante el estrés, ya sea 

fisiológico o no, generada por agentes inflamatorios.  La acción de muchos tipos de células que 

regulan la respuesta inflamatoria depende de las especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno. 

El papel doble que tienen las ROS y RNS (el perjudicial para el organismo y el beneficioso), 

depende del nivel constante en el medio celular donde estas especies son producidas [Chung, 

1998]. Las ROS poseen variadas funciones esenciales como segundos mensajeros bajo la 

regulación de condiciones fisiológicas como son la regulación de la presión sanguínea y la 

función plaquetaria Aunque, también las ROS se comportan de manera nociva para el 

organismo cuando no son reguladas como ocurre, entre otros casos,  en la inflamación crónica 

y el shock séptico [Anggard, 1994; Grisham, 1994; Halliwell and Gutteridge, 1999; Moncada, 

1993]. 

 

Además de su función en la señalización celular y como vasodilatador, el NO• tiene un 

papel importante en la respuesta inmune. Numerosos procesos inflamatorios están asociados 

con una elevada producción de NO•, llevada a cabo por la iNOS, con subsiguientes efectos 

tóxicos para la celúla. La iNOS se identificó en un principio en macrófagos, aunque  puede ser 

expresada también en otros tipos esenciales de células. Una vez ha sido producido  NO•,  en 

grandes cantidades, provocando grandes concentraciones locales, puede actuar como una 

molécula citostática y citotóxica para bacterias, helmintos, hongos y organismos protozoos 

además de células tumorales. Estudios que han utilizado inhibidores de la iNOS ó ratones 

knockout para la iNOS han demostrado que el NO• es un agente señalizador proinflamatorio 

para la activación de la cascada inflamatoria caracterizada por el incremento en la producción 

de, entre otras moléculas, citoquinas [Cuzzocrea y cols., 2000], las cuales son pequeñas 

moléculas proteicas o glicoproteicas cuya función fundamental es intervenir en la transmisión 

de información (señales) de una célula a otra. El factor de transcripción NF-kB es una de estas 
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moléculas, el cual, a su vez, es extremadamente sensible a los oxidantes y a otras sustancias 

proinflamatorias. El NF-kB activa a  varios genes que codifican para otras citoquinas y enzimas 

proinflamatorias como la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la iNOS. Así, el NF-kB está implicado en 

la expresión de genes de compuestos oxidantes e inflamatorios como la COX-2 y la iNOS. 

Estos compuestos producen a su vez más radicales libres dando como resultado el 

establecimeinto de un “círculo vicioso” que fomentaría aún más el estrés oxidativo. De sta 

manera, los ROS son también producidos en abundancia durante el proceso inflamatorio. La 

generación sincrónica de NO• y O2
●
-  favorece la producción de ONOO- que, como ya se ha 

mencionado, es una molécula muy tóxica [Beckman y cols., 1996].  

 

Además de tener cada vez más soporte experimental, la teoría mitocondrial y la 

inflamatoria se pueden englobar en una teoría inflamatoria mitocondrial, donde los radicales 

libres y la inducción de la iNOS mitocondrial participan en el daño global a la célula. Asimismo, 

esta teoría explica muchos de los otros procesos incluidos en otras teorías, ya que el estrés 

oxidativo causa daño a la membrana celular, altera el DNA (nuclear y mitocondrial), daña 

proteínas como las telomerasas, etc. 

 

2.- MELATONINA 

 

La melatonina (N-acetil-5-MetoxiTriptamina, aMT) es una indolamina descrita 

inicialmente por McCord y Allen [McCord y Allen, 1917] y que fue aislada por primera vez por 

Lerner [Lerner y cols., 1958] a partir de extractos de glándula pineal. Un año después 

describieron también su estructura química como N-acetil-5-metoxitriptamina. A esta molécula 

se la denominó melatonina por su capacidad para aclarar la piel de anfibios y peces mediante 

la concentración  de melanina en los melanóforos relacionados con cambios de color 

fisiológicos, y a que es un derivado metabólico de la serotonina. 

 

 

Figura 10. Estructura química de la molécula de melatonina 
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Se trata de un cristal orgánico, de color blanco, con un punto de fusión entre 116-

118ºC, poco soluble en agua y muy soluble en etanol [Szmuskowvicz y Heinzelman, 1960]. 

 

2.1.- Metabolismo de la melatonina 

 

2.1.1.- Biosíntesis de la melatonina 

 

Aunque la melatonina fue identificada en mamíferos, su producción no está restringida 

a éstos, ya que también ha sido aislada en vertebrados no mamíferos, invertebrados, plantas,  

algas, eucariotas unicelulares y bacterias [Pandi-Perumal y cols., 2006; Hardeland y Poeggeler, 

2003; Macías y cols., 1999; Hardeland y cols., 2007]. Debe ser remarcado el hecho de que la 

estructura molecular de la melatonina permanece estable en los diferentes reinos animales. En 

los mamíferos, la síntesis de melatonina se descubrió en la glándula pineal [Reiter, 1991a,b; 

Erren y cols., 2003]. 

 

La biosíntesis de melatonina en la glándula pineal comienza con la captación por parte 

del pinealocito del aminoácido esencial L-triptófano procedente del torrente circulatorio 

mediante transporte activo [Sugden, 1979] Este aminoácido se transforma, en primer lugar, en 

5-hidroxitriptófano por acción de la L-triptófano hidroxilasa. A continuación, la 5-hidroxitriptófano 

descarboxilasa cataliza la reacción produciendo 5-hidroxitriptamina, también conocida como 

serotonina. 

 

El siguiente paso es la acetilación de la serotonina por la arilalquil N-acetiltransferasa o 

NAT, enzima que hasta hace pocos años se pensaba era la limitante ya que su actividad 

presentaba los mismos ritmos circadianos que los niveles de melatonina pineal, y que tanto su 

actividad como estos niveles de aMT desaparecían con la luz [Liu y Borjigin, 2005]. El proceso 

finaliza con la metilación de la N-acetilserotonina por acción de la hidroxindol-O-

metiltransferasa (HIOMT),enzima que en la actualidad se considera limitante del proceso del 

proceso de síntesis de la melatonina, ya que la producción de aMT pineal no se correlacionaba 

con actividad de la NAT, y se relacionaba mejor con la actividad de la HIOMT [Ribelayga y 

cols., 2000),  produciéndose así la molécula de melatonina [Weissbach y cols., 1960; Axelrod y 

Weissbach, 1961; Axelrod, 1974]. 

 

Posteriormente se estudió que la actividad bioquímica para la síntesis de melatonina se 

ve afectada por ciclos de luz-oscuridad [Quay, 1964]. La melatonina es producida de manera 

circadiana, ya que durante la noche se libera a través de la activación postsináptica de 

receptores β-adrenérgicos. La luz evita esta activación adrenérgica de la glándula pineal, con lo 

que se produce la inhibición de la síntesis de melatonina. Así, el pinealocito modula ciclos de 

luz-oscuridad, haciendo que su actividad metabólica  se ajuste a un periodo de 24 horas. El 

ritmo circadiano presenta unos niveles máximos de actividad durante la noche, entre las doce y 
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las dos de la madrugada [Pang y cols., 1980; Aimoto y cols., 1985; Menéndez-Peláez y cols., 

1987; Reiter, 1991b, c] y un mínimo entre las doce de la mañana y las dos de la tarde 

[Simonneaux y Ribelayga, 2003]. Por esto la melatonina es conocida como “la hormona de la 

oscuridad”. Usando las fluctuaciones endógenas señaladas por la melatonina, los vertebrados 

han sincronizado su ritmo circadiano con las actividades reproductoras anuales [Reiter, 1991c]. 

 

Más adelante, además de la síntesis de melatonina de la glándula pineal, se ha 

demostrado la presencia de los genes que codifican los enzimas clave de la síntesis de 

melatonina (NAT y HIOMT) en gran variedad de tejidos del organismo [Stefulj y cols., 2001], 

por lo que cada tejido podría producir la melatonina que necesita en cada momento, sin 

depender de la melatonina circulante. Así, en mamíferos, la melatonina es sintetizada en un 

amplio abanico de tejidos como la retina, el cristalino, la glándula harderiana,  el cerebro, el 

cerebelo, los plexos coroideos, el epitelio respiratorio, la piel,  el hígado, el riñón, el timo, el 

tiroides, el páncreas, los ovarios, los testículos, el cuerpo carotídeo, la placenta y el 

endometrio, así como en células no endocrinas tales como las células NK (natural killer), 

eosinófilas, plaquetas y endoteliales. En ocasiones, como ocurre en la bilis, la mucosa del 

intestino y en la médula ósea, la concentración de melatonina alcanzada supera en dos o tres 

órdenes de magnitud los niveles en  sangre [Tijmes y cols., 1996; Abe y cols., 1999; Tan y 

cols., 1999; Stefulj y cols., 2001; Kvetnoy, 2002; Slominski y cols., 2005]. 

 

Otros órganos en los que se ha visto recientemente la existencia de la maquinaria 

enzimática para la síntesis de esta molécula han sido hígado, bazo y corazón [Sánchez-

Hidalgo y cols., 2009]. En todos los territorios extrapineales, la síntesis de melatonina sigue las 

mismas vías metabólicas que en la pineal. La mayor parte de la melatonina sintetizada por 

estos órganos permanece en los mismos, y no se libera al torrente circulatorio, por lo que no 

tiene relación con los ciclos de luz/oscuridad. Podemos, pues, concluir que esta molécula tiene 

funciones adicionales que, aunque poco conocidas, son de gran interés en la actualidad,  y su 

actividad biológica no se restringe a modular los ciclos circadianos.   

 

En el interior de la célula la concentración de melatonina puede variar en cada 

orgánulo. Algunos autores afirman que los niveles de esta molécula tanto en el núcleo como en 

la mitocondria pueden ser significativamente mayores que en plasma [Menéndez-Peláez y 

Reiter, 1993b; Acuña- Castroviejo y cols., 2003]. 
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Figura 11. Síntesis de melatonina a partir de triptófano en la glándula pineal 

 

 

2.1.2.- Metabolismo de la melatonina 

 

La melatonina tiene una vida media en sangre de 20-40 minutos, y sufre un 90 % de 

aclaramiento en un único paso por el hígado. Este órgano transforma la mayoría de la 

melatonina que incorpora a 6-hidroximelatonina, que se conjuga principalmente, en un 90%, a 

sulfato de 6-hidroximelatonina, que es el principal metabolito de la melatonina en orina [Reiter, 

1991c]. Se ha demostrado que este paso puede darse también en otras localizaciones 

extrahepáticas, ya que se han detectado altos niveles de este derivado en riñón como corazón 

y córtex cerebral [Lahiri y cols., 2004; Ma y cols., 2005]. El 10%  restante es transformado a 

glucurónido de 6-hidroximelatonina [Karasek, 2006; Arendt, 1995]. Además de los procesos 

enzimáticos, la 6-hidroximelatonina puede ser generada de manera no enzimática, con la 

interacción de aMT con ROS y RNS como ONOO
- 
[Zhang y cols., 1999] y HO

●
 [Horstman y 

cols., 2002]. 
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La melatonina puede sufrir desacetilación y desaminación hasta convertirse en ácido 5-

metoxiindolacético y 5-metoxitriptofol fundamentalmente en la retina, aunque también en el 

hígado [Cahill y Besharse, 1989]. 

 

Otra vía de degradación tiene lugar en el cerebro, plexo coroideo y pineal. En este 

caso, la melatonina se transforma primero en N
1
-acetil-N

2
-formil-5-metoxikinurenamina (AFMK). 

Hasta hace poco  se creía que la formación de este compuesto era únicamente a través de una 

enzima catalítica, la 2,3-dioxigenasa. Tras este paso, se convertía después en N
1
-acetil-5-

metoxikinurenamina (AMK), siendo ésta una de las vías más importantes de metabolización de 

esta indolamina en cerebro de mamíferos [Hirata y cols., 1974; Fujiwara y cols., 1978].  

 

  Posteriormente se observó que el AFMK es el resultado de la depuración de H2O2 por 

parte de la melatonina de manera no enzimática [Tan y cols., 2000a]. Esta molécula de AFMK 

es también un eficiente depurador de HO
●
. Por lo tanto, no sólo la melatonina, sino  también 

algunos de sus metabolitos son muy eficaces en la reducción del daño producido por los 

radicales libres. Este proceso es conocido como  la “cascada antioxidante de la melatonina”. 

De esta manera se incrementa sobremanera la eficiencia de su actividad como depurador de 

radicales libres y antioxidante. Hoy día se toma al AFMK como el metabolito primario de la 

melatonina en organismos en condiciones de estrés oxidativo.  

  Un metabolito más de la melatonina es la 3-hidroximelatonina cíclica (C3-OHM). Se 

forma tras la depuración de dos HO
●
 [Tan y cols., 2001]. Otro dato que se estudió acerca de la 

C3-OHM  es que los niveles de este derivado de la melatonina se elevaban varias veces tras 

exponer a los ratas del estudio a radiación ionizante, que genera HO
● 

in vivo. Se considera que 

la C3-OHM es un biomarcador de los niveles endógenos de HO
● 

[Tan y cols., 1998]. 

El radical catión indolilo es otro derivado de la melatonina con capacidad para eliminar 

radicales libres. De manera simultánea depura un HO
●

 y un O2
●
-. 

 

La melatonina también puede transformarse de forma no enzimática en AMK, al 

eliminar en primer lugar un radical hidroxilo (HO
●
) y a continuación  un radical superóxido (O2

●
-) 

[Hirata y cols., 1974; Fujiwara y cols., 1978]. 
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Figura 12. Ruta oxidativa de degradación de melatonina 

 

 

Tanto el AMK como el AFMK son formados durante el metabolismo enzimático de la 

melatonina en el cerebro [Hirata y cols., 1974], pero también son productos secundarios 

producidos por la melatonina en la eliminación de radicales libres de ROS y RNS. Como hemos 

mencionado, estos metabolitos son también eficientes antioxidantes [Tan y cols., 2001, 2003] y 

existen evidencias de su participación en la inhibición de la NOS cerebral [León y cols., 2006].  
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Figura 13. Ruta enzimática de degradación de melatonina 

 

2.2.- Mecanismos de protección de la melatonina 

 

  La melatonina posee varias características por las que participa en varias líneas de 

defensa del organismo. En primer lugar, es una molécula de naturaleza anfifílica,  lo que le 

permite atravesar las membranas celulares con relativa facilidad, alcanzando los 

compartimentos subcelulares, como mitocondria o el núcleo, donde se acumulan a altas 

concentraciones [Acuña- Castroviejo y cols., 2002, 2003; León y cols., 2004; López y cols., 

2009)]. 

En segundo lugar, la melatonina  actúa como un potente antioxidante de acción directa 

e indirecta: 
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Su acción directa se basa en que tanto la  melatonina como algunos de sus metabolitos 

poseen la  capacidad de depurar por sí mismos algunas especies reactivas de oxígeno y de 

nitrógeno [Acuña-Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols. 2000b, 2001, 2003, 2008b; León y 

cols., 2004, 2005]. Es muy eficaz en la eliminación del muy reactivo radical HO
●
 [Tan y cols., 

1993; Khaldy y cols., 2000; Reiter y Tan, 2002a], también depura el radical ROO
●

 [Pieri y cols., 

1994] y el oxígeno singulete [Cagnoli y cols., 1995]. El mecanismo por el que neutraliza al 

radical HO
●

 consiste en la cesión de un electrón por parte de la melatonina al radical, 

transformándose ella en el catión indolilo [Hardeland y cols., 1993; Poeggler y cols, 1994]. Éste 

interacciona con el radical O2
●
-, precursor del HO

●
, para generar AFMK, que se elimina por la 

orina, aunque en las cantidades que aparece (apenas un 0.01% del total de metabolitos 

detectados en orina) hace pensar que esta excreción urinaria no representa la producción real 

de la molécula, ya que no es tan hidrofílica como otros derivados, como el sulfato de 6-

hidroximelatonina. En algunos tejidos, especialmente el SNC, la melatonina puede ser 

metabolizada exclusivamente a AFMK y a sus derivados. En condiciones de alto estrés 

oxidativo, con altos niveles de O2
●
-, hay disponible H2O2, la interacción directa con aMT da 

lugar a grandes cantidades de AFMK. Este metabolito es formado también en la mitocondria. 

En esta organela existen grandes cantidades de aMT y de citocromo c. El citocromo c usa la 

melatonina como substrato para biotransformarlo en AFMK [Semak y cols., 2005] 

 

Otro metabolito de la melatonina con capacidad para depurar radicales libres es 3-

hidroximelatonina cíclica. Además de ser el resultado de la eliminación de dos HO
●
, es 

biomarcador de los niveles endógenos del radical al ser eliminado por la orina, donde se puede 

medir experimentalmente la concentración para tener un índice fiable de estrés oxidativo en el 

organismo [Tan y cols., 1998], como antes hemos mencionado.  Subsecuentemente, también 

se ha detectado este metabolito tras la interacción de su precursor con ONOO
- 
[Semak y cols., 

2005]. La C3-OHM a su vez puede convertirse en AFMK al seguir depurando radicales libres. 

Se ha documentado que la C3-OHM depura dos moléculas de radical catión del ácido 2,2
´
-

azino-bis (3-etilbeziazolina)-6-sulfónico. [Tan y cols., 2003] 

 

Otro de los compuestos que es neutralizado por la melatonina es el H2O2. Como 

producto resultante de esta interacción se obtiene el metabolito AFMK [Tan y cols., 2000a], 

cuya capacidad antioxidante contra el daño oxidativo inducido por H2O2, y radicales hidroxilo en 

DNA y lípidos se ha puesto de manifiesto [Tan y cols., 2001; Burkhardt y cols., 2001]. Estos 

experimentos también han sido comprobados in vivo [Reiter y cols., 2003]. El AFMK es menos 

eficiente que la melatonina, ya que tiene preferencia por las reacciones de trasferencia de 2 

electrones [Tan y cols., 2001], mientras que tanto la melatonina como su metabolito 

deformilado, el AMK, participan con facilidad en reacciones donde se transfiere un único 

electrón [Hardeland, 2005; Resmeyer y cols., 2003].  
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Figura 14. Ruta de reacción propuesta cuando la melatonina depura 2 radicales HO
●

 

 

 

Tanto la 3-hidroximelatonina cíclica como la AFMK, productos de reacción de la 

melatonina con HO
● 

y H2O2 respectivamente, parecen tener funciones depuradoras de agentes 

tóxicos [Acuña-Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols., 2003; León y cols., 2004]. 
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Figura 15. Ruta de reacción propuesta cuando la melatonina depura  radicales HO
● y se convierte en 3-

hidroximelatonina cíclica  

 

 

Algunos autores han apuntado que la melatonina también es capaz de depurar O2
●
- , 

aunque este hecho no está totalmente confirmado, particularmente in vivo ya que la reacción 

por la cual la melatonina ejercería esta acción no es conocida [Acuña-Castroviejo y cols., 2001; 

Reiter y cols., 2003; León y cols., 2004]. El radical O2
●
- es menos dañino que el HO

●
, aunque 

tras acoplarse con el NO
•
 se forma ONOO

•
, el cual posee una toxicidad mucho mayor, incluso 

superior a la del HO
●
, ya que además de su inherente toxicidad, a través del ácido peroxinitroso 

(ONOOH) puede volver a metabolizarse a HO
●

  in vivo. [Marshal y cols., 1996; Zang y cols., 

1998].  
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Figura 16. Ruta de reacción de la melatonina propuesta para la degradación de H2O2 

 

 

La eficacia de la melatonina en la neutralización del oxígeno singlete (1O2) también ha 

sido demostrada [De Almeida y cols., 2003]. El 1O2 es una forma de oxígeno de alta energía 

generada normalmente por reacciones de fotosensibilización de colorantes y pigmentos 

biológicos. Como en el caso de la depuración del H2O2, la oxidación que la melatonina sufre en 

la neutralización genera el metabolito AFMK. 

 

La melatonina es capaz también de eliminar radicales peróxilo (LOO•). De este modo, 

interrumpe la propagación de la peroxidación lipídica, aunque este hecho podría deberse más a 

la acción depuradora sobre otras especies reactivas que puedan provocar la peroxidación 

lipídica que a la neutralización en sí de radicales peróxilo. Está comprobado que la melatonina 

es altamente eficaz para reducir los niveles de peroxidación lipídica, tanto basales como 

estimulados por estrés oxidativo [Reiter y cols., 2003; Akbulut y cols., 2008]. 

 

La acción indirecta de la melatonina, además de su capacidad intrínseca para depurar 

radicales libres, se basa en estimular la actividad y expresión de otros sistemas antioxidantes, 

estableciendo así otra  forma de reducción del estrés oxidativo [Kotler y cols., 1998; Antolín y 

cols., 2002; Mayo y cols., 2002]. Así, la melatonina favorece el ciclo del glutation, 

incrementando la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) y de la enzima glutatión 

reductasa (GRd), con lo que regula  el balance glutatión reducido (GSH)/ glutatión oxidado 

(GSSG) [Pablos y cols., 1998; Martín y cols., 2000a]. Además, la melatonina aumenta la 

producción de GSH por la estimulación de la γ-glutamilcisteina sintasa, enzima limitante de la  
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ruta de síntesis de glutation [Urata y cols., 1999], y estimula la glucosa-6-fosfato  

deshidrogenasa (G-6-PD), encargada de generar el NADPH requerido por la GRd [Pierrefiche y 

Laborit, 1995]. También se ha estudiado que la melatonina estimula otras enzimas 

antioxidantes como la superóxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) [Acuña-Castroviejo y 

cols., 2001; Reiter y cols., 2003; León y cols., 2004]. Otra capacidad añadida de la melatonina 

es que ejerce una acción sinérgica con otros antioxidantes como la vitamina E y C [Reiter y 

cols., 2003]. 

 

Otras propiedades antioxidantes de la melatonina se deben a un efecto genómico en la 

regulación de la expresión de proteínas y la actividad de enzimas antioxidantes [Antolin y cols., 

1996], así como a la inhibición de la expresión de enzimas prooxidantes/proinflamatorias como 

la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y la óxido nítrico sintasa mitocondrial (mtNOS) 

[Crespo y cols., 1999; Escames y cols., 2003; Gilad y cols., 1997]. Existen evidencias de la 

relación inversa que existe entre el contenido de melatonina en distintos tejidos y su grado de 

daño oxidativo [Lardone y cols., 2006].  

 

Cada vez existen más evidencias de que la melatonina ejerce funciones de 

homeostasis en la  mitocondria, como queda reflejado en el siguiente apartado.  

 

En resumen, la melatonina es un potente antioxidante, que, actuando de manera 

directa y/o indirecta, ofrece importantes propiedades para actuar en la mitocondria, y en 

consecuencia, protegerá tanto al mtDNA como a las membranas lipídicas y las proteínas 

mitocondriales del daño oxidativo. 

 

2.3.- Melatonina y mitocondria 

 

La mitocondria tiene un papel vital en el envejecimiento ya que la producción de 

energía es relegada a esta organela. Es en este proceso donde se produce gran cantidad de 

radicales libres, los cuales infligen un daño excesivo a la mitocondria que se  asocia con el 

proceso de envejecimiento.  

 

La intervención que se atribuye a la melatonina en la homeostasis mitocondrial se 

apoya en los siguientes puntos: 

 

En primer lugar, la mitocondria produce gran cantidad de ROS y RNS, entre los que se 

incluye el muy tóxico anión peroxinitrito (ONOO-). Es lógica la presencia de un potente 

depurador de radicales libres que otorgue una protección contra el daño oxidativo producido 

por estas  moléculas. 
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Otro punto es que la mitocondria depende del GSH tomado del citoplasma. Así, aunque 

dispone de GPx y GRd para mantener el ciclo redox del GSH, este ciclo tiene que funcionar 

permanentemente para asegurar una reserva de GSH en la mitocondria. La melatonina no sólo 

ayuda a mantener ese almacén de GSH disponible detoxificando radicales libres, sino que  

también estimula la actividad de los enzimas participantes en el ciclo del glutation, aumentando 

su reserva y disminuyendo los niveles de GSSG [Martín y cols., 2000a]. 

 

  La melatonina es capaz de aumentar de forma dosis-dependiente la actividad de los 

complejos I y IV de la CTE [Martín y cols., 2000b] y de prevenir la reducción de la misma tras el 

daño ocasionado por algún agente inductor de estrés oxidativo [Martín y cols., 2000b, 2002]. 

Posteriormente se demostró que la melatonina también aumenta la actividad de los complejos 

II y III, mientras que en el caso del complejo V no parece tener un efecto positivo claro sobre su 

actividad, aunque sí sobre la producción de ATP (López y cols., (2006); López y cols., (2009)]. 

Como consecuencia de su acción sobre la cadena de transporte electrónico (CTE), la 

melatonina aumenta la producción de ATP [Martín y cols., 2002] Esta capacidad para regular la 

actividad de estos complejos puede no ser debida sólo al poder antioxidante de la melatonina, 

ya que teniendo en cuenta su potencial de óxido-reducción (0.74V) [Tan y cols., 2000b], la 

melatonina podría interactuar con los complejos de la CTE donando y aceptando electrones, 

incrementando así el flujo electrónico, cosa que no sucede con otros antioxidantes [Martín y 

cols., 2002]. 

 

  La melatonina es capaz de atravesar fácilmente la membrana mitocondrial (hay datos 

que indican la existencia de un sistema de  transporte activo) y se acumula a elevadas 

concentraciones en dicha organela [Martín y cols., 2000a; Acuña-Castroviejo y cols., 2002, 

2003; León y cols., 2004; López y cols., (2009) ], aumentando la estabilidad de su membrana 

interna [García y cols., 1999]. Otra acción de la melatonina es la reducción del consumo de 

oxígeno en mitocondrias de hígado, ya que puede proteger a la organela del daño de un 

excesivo estrés oxidativo [Reyes-Toso y cols., 2003, López y cols., 2009], así como reducir el 

potencial de membrana y la producción del anión superóxido, mientras mantiene la actividad 

OXPHOS y la producción de ATP [López y cols., 2009], ya que mejora la actividad de la CTE 

[Acuña y cols., 2005]. La melatonina acelera el metabolismo  en mitocondrias aisladas de 

oocitos de rana [De Atenor y cols., 1994], efecto que puede atribuirse a que la melatonina 

inhibe el estado 3 de la respiración mientras que no afecta al estado 4. 

Se ha demostrado que la melatonina protege, tanto in vivo como in vitro, al mtDNA de 

su oxidación producida por los radicales libres que fisiológicamente “escapan” de la CTE y de 

la peroxidación lipídica inducida por cianuro y ácido kaínico [Yamamoto y Mohanan, 2002, 

2003]. 
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Figura 17. Componentes de la ETC. Los sistemas de defensa antioxidante controlan la producción de 

ROS durante el metabolismo normal. La melatonina actúa como antioxidante, pero también puede 

interactuar con los complejos 

 

  Otros estudios llevados a cabo en este laboratorio también reflejan la protección que 

ejerce la melatonina a mitocondrias de corazón y diafragma [Rodríguez y cols., 2006].Se ha 

visto también que la melatonina es capaz de proteger de las deleciones del DNA mitocondrial 

en situaciones de estrés oxidativo [Jou y cols., 2007]. Por otro lado, el AMK participa en las 

acciones dentro de la mitocondria, aumentando la actividad de la cadena respiratoria y 
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ejerciendo efectos neuroprotectores que en algunos casos superan a los de la propia 

melatonina [(Tapias y cols., (2009)] 

 

2.4.- Melatonina y envejecimiento 

 

La melatonina se encuentra dentro del grupo de moléculas denominadas como 

“geroprotector”, lo que significa que “previene contra el envejecimiento”. El ritmo de producción 

de melatonina pineal decae gradualmente con la edad, siendo el pico de secreción nocturno 

cada vez menor hasta que es casi indetectable en plasma a los 20-22 meses en roedores 

[Reiter y cols., 1980]  y entre los 60 y 70 años en humanos [Toitou y cols., 1985]. Así, en 

personas mayores de 75 años, el ritmo diario de la melatonina es sólo una pequeña fracción 

del observado en individuos de 20-30 años. La disminución en la secreción de melatonina con 

el envejecimiento reduce su importante acción antioxidante, y esto puede contribuir al inicio y 

desarrollo de una gran variedad de enfermedades relacionadas con la edad [Reiter, 1992]. 

 

 

Figura 18. Variación de la secreción de melatonina con la edad. 

 

Recientemente se ha postulado considerar a la melatonina como una hormona 

antienvejecimiento y se ha estudiado la hipótesis de que el envejecimiento podría ser una 

consecuencia del fallo pineal. Según esta hipótesis, el envejecimiento sería un síndrome de 

deficiencia relativa de melatonina o del resultado del daño celular generado por los derivados 

del óxido nítrico u otro radical libre sobre los que actuaría la melatonina como antioxidante. 

Además, se ha evaluado la relevancia de la melatonina producida endógenamente y su 

relación con el daño oxidativo en bazo, hígado y timo [Lardone y cols., 2006]. Para esto se 

usan ratones SAMP8 (senescence-accelerated mouse prone), con senescencia acelerada y se  
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observa una relación inversa entre la concentración de melatonina en cada tejido y su daño 

oxidativo. Así se ve una reducción del daño a proteínas en bazo y timo donde los niveles de 

melatonina eran altos. En ratones SAMP8 y sus controles SAMR1 (senescente-accelerated 

mouse resistant) a los 3, 6 y 12 meses de edad [Okatani y cols., 2002b, c; 2003a], la actividad 

de los complejos I y IV en mitocondrias de hígado en ratones SAMP8 muestran una reducción 

durante el envejecimiento. En contraste, en el caso de la medida de la función respiratoria en 

ratones SAMR1 no conlleva reducción [Okatani y cols., 2002b, c]. Asimismo, la concentración 

de lipoperoxidación en homogenado de hígado y cerebro de SAMP8 es significativamente 

mayor que en el caso de SAMR1. Sin embargo, la actividad de la enzima antioxidante GPx, a 

los 12 meses de edad en SAMP8, es significativamente más baja que en SAMR1. Estos 

resultados siguieren que el estrés oxidativo como resultado de la excesiva generación de 

radicales libres combinado con la pérdida de eficiencia de los mecanismos de defensa conlleva 

la alteración de la función mitocondrial en ratones SAMP8 [Okatani y cols., 2002b, c]. Además 

los niveles de malondialdehído son significativamente más altos en SAMP8 a los 12 meses de 

edad. Aunque el homogenado de hígado en SAMP8 muestra baja actividad de SOD que 

SAMR1, no es significativo [Okatani y cols., 2002b]. El tratamiento crónico con melatonina (2 

mg/ml en el agua de bebida) redujo significativamente el contenido neural y hepático de 

TBARS en SAMP8, y aumentó significativamente la actividad de GPx aunque no afectó a la 

actividad de SOD [Okatani y cols., 2002b, c]. La melatonina previene el daño oxidativo al DNA 

en cerebro de hembras SAMP6 [Morioka y cols., 1999], restaura el radio ADP/O, estado 3 y 

DNP [Okatani y cols., 2002c] e induce el incremento de la actividad de los complejos I y IV en 

hígado de ratones SAMP8 [Okatani y cols., 2002b, c].  

 

 

Figura 19. Ratones SAMR1 y SAMP8 
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Por otro lado, se ha demostrado que además la melatonina reduce el estrés oxidativo 

en eritrocitos y plasma en SAMP8, en gran parte debido a una disminución de los niveles de 

GSH y un aumento del GSSG y TBARS con la consecuente inducción de las enzimas GPx y 

GRd [Nogués y cols., 2006]. También se ha comprobado que un tratamiento prolongado de 

melatonina tiene efectos favorables en ratones SAMP8, ya que disminuye los marcadores de 

neurodegeneración a la vez que caen los marcadores de estrés oxidativo [Caballero y cols., 

2008]. Otrosí, se ha estudiado la capacidad de la melatonina en un tratamiento crónico sobre 

ratones hembras SAMP8 para mejorar la capacidad mitocondrial, al disminuir los valores de 

LPO e incrementar la actividad de las enzimas GPx y GRd, mejorando el ciclo del glutatión, así 

como aumentar el ATP disponible en las mitocondrias [Rodríguez y cols., 2008]. Además, se ha 

visto que el tratamiento crónico de melatonina reduce la disfunción en mitocondrias cardíacas 

[Rodríguez y cols., 2007b] de la misma manera que se ha descrito anteriormente. Además, se 

vio un aumento de la actividad de los complejos I, III y IV. 

 

En conclusión, hay gran cantidad de estudios que evidencian efectos beneficiosos en la 

administración de melatonina durante el proceso de envejecimiento.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 



Hipótesis 

37 
 

 

1.- HIPÓTESIS 

Los datos de la bibliografía, así como los resultados experimentales de nuestro 

laboratorio, hablan a favor de un papel fundamental de la melatonina en el control de la 

homeostasis mitocondrial. Además, cuando la mitocondria está sometida a un daño 

oxidativo/nitrosativo, independientemente de la patología causante, el efecto de la melatonina 

para recuperar su función y mantener la producción de ATP necesaria para las demandas de la 

célula es todavía más claro. Estas acciones de la melatonina se basan, entre otras funciones, 

en sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias directas y mediadas por sus metabolitos 

AFMK y AMK, produciendo la llamada “cascada antioxidante”. 

El envejecimiento es un proceso donde los radicales libres y la inflamación juegan un 

papel fundamental, lo que debe afectar a la función mitocondrial. Por otro lado, la producción 

pineal y extrapineal de melatonina se reduce con la edad, lo que elimina del organismo un 

mecanismo fundamental de defensa antioxidante y antiinflamatoria. 

En consecuencia, nuestra hipótesis es que durante el envejecimiento hay un aumento 

de estrés oxidativo y nitrosativo, que afecta a la mitocondria de manera primordial, 

disminuyendo su capacidad de mantener la producción de ATP requerida por la célula. En esta 

situación, la administración de melatonina debe corregir este problema, manteniendo la 

integridad funcional de la mitocondria. 
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1.- OBJETIVOS 

 

Al realizar este estudio multifactorial del envejecimiento, en dos órganos vitales para la 

vida, como el cerebro y los pulmones, hemos analizado, en ratones SAMP8 de envejecimiento 

acelerado frente a ratones SAMR1 normales, parámetros de estrés oxidativo y de longevidad 

en animales a los que se administró melatonina frente a otro grupo de animales a los que se 

les administró el vehículo. Estos grupos de animales se sacrificaron a los 5 y 10 meses de 

edad. 

 

Objetivo general: 

 

Valorar la teoría mitocondrial del envejecimient en cerebro y pulmón de ratones senescentes 

SAMP8 frente a controles SAMR1, y si la administración crónica de melatonina previene, en su 

caso, la disfunción mitocondrial. 

 

Objetivos específicos: 

 

1º. Valorar el daño oxidativo mitocondrial mediante la determinación de la peroxidación lipídica 

(LPO), la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) y reductasa (GRd), así como el cociente 

GSH/GSSG. 

 

2º. Evaluar la bioenergética mitocondrial mediante la medida de la actividad de los complejos 

de la cadena respiratoria (CTE), así como el contenido de ATP y el cociente ATP/ADP. 

 

3º. Evaluar la respuesta inflamatoria dependiente de la edad mediante la medida de los niveles 

de nitritos y nitratos. 

 

4º. Evaluar las difrencias entre los ratones SAMP8 y SAMR1 en los parámetros anteriores, así 

como entre ratones machos y hembras. 

 

5º. Valorar si el tratamiento crónico con melatonina previene el estrés oxidativo y nitrosativo 

mitocondriales debido a la edad. 
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1. ANIMALES 

 

Las parejas de ratones  SAMP8 y su control SAMR1 se obtuvieron del Council for SAM 

Research, Kyoto, Japón, a través de Harlam (Barcelona, España). Los animales fueron 

mantenidos en el Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada, en 

condiciones estériles, bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12-12 horas, en el cual la luz se 

encendía a las 07 h, a una temperatura de 22  1º C, y con una humedad del 40± 5%, 

controlados bajo la supervisión del veterinario, y con agua y comida (dieta estándar de 

laboratorio) ad libitum. 

Una vez las crías fueron separadas de sus madres a la edad de un mes, comenzó el 

tratamiento con aMT o vehículo, y los animales se sacrificaron a los 5 y 10 meses de edad. Los 

animales se clasificaron en los siguientes grupos, con 35 animales por grupo:   

 

a) Grupo R5v, que comprende los animales tratados con vehículo de 5 meses de 

edad SAMR1;  

b) Grupo P5v, en el cual se sitúa a los animales tratados con vehículo de 5 meses de 

edad SAMP8;  

c) Grupo R10v, animales SAMR1 de 10 meses de edad tratados con vehículo;  

d) Grupo P10v, que comprende a los animales de 10 meses de edad SAMP8 tratados 

con vehículo;  

e) Grupo R10m, en el cual están los animales de 10 meses de edad SAMR1 tratados 

con aMT   

f) Grupo P10m, que incluye los animales de 10 meses de edad SAMP8 tratados con 

aMT.  

 

El aMT fue disuelto en un volumen mínimo de etanol absoluto y luego diluido en el agua de 

bebida en una dosis de 10mg/ Kg de peso del animal durante los 9 meses de tratamiento. La 

concentración de etanol en la solución final es de 0.066%. Las botellas de agua se cubren con 

papel de aluminio para proteger el aMT de la luz, y el agua de bebida con el aMT era renovada 

dos veces por semana. 
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2. AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS 

 

 CEREBRO: 

Los animales se sacrificaron por dislocación cervical y el cerebro se aisló rápidamente. 

Todos los procedimientos se llevaron a cabo entre 0 y 4º C. El cerebro fue troceado, lavado con 

tampón A (sacarosa 0.32 M, EDTAK2 1 mM, TRIS 10 mM, pH 7.4) y homogenizado (1/10 p/v) 

en tampón a 500 rpm con un homogenizador de Teflón. El homogenado se centrifugó a 1.320 g 

durante 3 min a 4º C dos veces. El sobrenadante se centrifugó a 21.200 g durante 10 min. El 

pellet de mitocondrias se resuspendió en 1 ml de una solución de Percoll en tampón A al 15%, 

y se añadió a tubos de ultracentrífuga que contenían 1ml de solución de Percoll al 23% y 1 ml 

de solución de Percoll al 40%, formándose un gradiente de 3 fases debido a la distinta 

densidad. Se centrifugó a 63000g durante 10 min y la fracción 23/40 correspondiente a la las 

mitocondrias puras se recogió, se lavó dos veces con tampón A a 16.700 y 7.200 g 

respectivamente para eliminar el Percoll, y se congeló a –80º C. El contenido de proteínas 

mitocondriales se determinó en una alícuota del homogenizado de mitocondria [Lowry y cols., 

1951]. 

PULMÓN: 

Los animales se sacrificaron por dislocación cervical y los pulmones se aislaron 

rápidamente. Todos los procedimientos se llevaron a cabo entre 0 y 4ºC. Brevemente, los 

pulmones se lavaron con tampón A  (0,32M sacarosa, 1 mM EDTA K
+
, 10mM Tris-HCl, pH 7.4, 

a 4ºC), y fueron homogenizados (1/10, p/v) en tampón A a 800 rpm con un homogenizador de 

Teflón. El homogenado se centrifugó a 1300g durante 3 min a 4ºC. El pellet de mitocondrias fue 

resuspendido en 5 ml de tampón  A, y centrifugado de nuevo a 1300g durante 3 min a 4ºC. Los 

sobrenadantes se mezclaron y centrifugaron a 21200g durante 10 min a 4ºC. Posteriormente, 

los pellets de mitocondrias se congelaron a -80ºC. El contenido de proteínas se determinó en 

una alícuota del homogenizado de mitocondria sin BSA [Lowry y cols., 1951]. 

 

3. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo están referidos a concentración de proteínas 

de la muestra analizada. Para calcular esta concentración de proteínas se utiliza el método de 

Lowry [Lowry y cols., 1951] con las modificaciones del método de Biuret. Se trata de una 

técnica colorimétrica con dos reacciones complementarias: 
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1. Reacción de Biuret. Es específica de los grupos amino de los enlaces peptídicos e 

implica la formación de un complejo coordinado coloreado de estos grupos con el 

cobre en medio alcalino. La misión del pH básico es facilitar el desplegamiento de 

las proteínas globulares en medio acuoso, y por tanto, actúa como un agente 

desnaturalizante para que los iones de cobre puedan alcanzar los grupos amino de 

los enlaces peptídicos. 

2. Reducción del reactivo de fenol: esta reacción es específica de grupos reductores 

como el fenol. La reducción del reactivo de fenol se produce por el efecto de 

determinados radicales aromáticos de los aminoácidos y de los complejos de 

Biuret. Este reactivo actúa como indicador redox, ya que al reducirse adquiere un 

color azul. La intensidad de color dependerá de la cantidad de proteínas presentes 

en la muestra, y puede cuantificarse midiendo la absorbancia a 650 nm. 

Se ha adaptado el método de Lowry a un micrométodo realizado en microplacas de 96 

pocillos. Para hacer la recta patrón se utiliza albúmina sérica bovina disuelta en tris 20mM 

como estándar, con concentraciones comprendidas entre 0,05 -0,8 mg/ml. El primer paso es 

poner 50 l de blanco, patrones o muestras en los pocillos. Seguidamente se adicionan 200l 

del reactivo de Lowry (carbonato disódico al 2% en NaOH 0,1M, tartrato de sodio-potasio al 1% 

y sulfato cúprico al 0,5% e una proporción 98:1:1). Se agita (agitador de placas: 1296-001 

DelphiaPlateshake) y se deja reposar durante 10 minutos. A continuación, se añaden 50 l de 

reactivo de fenol diluido 1:10 con agua destilada. Se incuba 20 minutos a temperatura ambiente 

y se mide la absorbancia a 650 nm en un espectrofótometro de placa (Bio-Tek power-Wavex 

Microplate Scanning Spectrophotometer). Todas las determinaciones se hicieron por duplicado. 

 

4. DETERMINACIÓN DE LIPOPEROXIDACIÓN (LPO) 

 

 Para la medida de LPO, las mitocondrias se resuspendieron en 250 l de tampón   

20mM Tris–HCl enfriado con hielo, y se sonicaron  para la rotura de las membranas 

mitocondriales. Se guardaron alícuotas de estas muestras a –80º C para la determinación de 

proteínas totales [Lowry y cols., 1951] o se usaron para la medida de peroxidación lipídica. 

Para este propósito, se usó un kit comercial (Bioxytech LPO-568 assay kit, OxisResearch, 

Pórtland, OR, USA) de ensayo capaz de determinar malondialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenal 

(4HDA) [Esterbauer y Cheeseman, 1990]. La concentración de LPO se expresó en nmol/mg de 

proteína.  
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5. DETERMINACIÓN DE NITRITOS (NO2
-)  

 

Para la medida de NO2
-
 las mitocondrias se resuspendieron en 250 l de agua 

destilada, y se sonicaron parea la rotura de las membranas mitocondriales. Se guardaron 

alícuotas de estas muestras de nuevo a –80º C para la determinación de proteínas totales 

[Lowry y cols., 1951] o se usaron  para la medida de NO2
-
 [Green y cols., 1981]. A 100 l  de la 

muestra se añaden 100 l de reactivo de Griess (50% de reactivo A [0.1 % Naftil-etilendiamina 

en agua destilada] y 50% de reactivo B [1% sulfanilamida en 5% de H3PO4 concentrado]. Se 

incubó durante 20 minutos y se leyó espectrofotométricamente (Shimadzu Deutschland GMBH, 

Duisburg, Germany) a 550 nm. La concentración de  NO2
- 
se expresó en nmol/mg de proteína.  

 

6. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE GPX Y GRd 

 

 Para esta determinación se siguió la metodología propuesta por Jaskot [Jaskot y cols., 

1983]. La fracción mitocondrial se resuspendió en 200 l de tampón A (fosfato potásico 50 mM 

y EDTA-K2 1 mM, pH 7.4) y se sonicó. Para medir la actividad GPx, se añadió 10 L de cada 

muestra a 240 l de la solución de trabajo que contiene tampón A más azida sódica (4mM), 

Glutation reducido (GSH, 4mM), NADPH (0.2 mM) y 0.5 U/ml de GRd. Tras una incubación de 

4 minutos a 37ºC, la reacción comenzó al adicionar 10 l de hidroperóxido de cumeno (0.3%), y 

la actividad de la GPx se determinó siguiendo la oxidación de NADPH durante 3 minutos a 340 

nm en un espectrofotómetro UV (Shimadzu Deutschland GMBH, Duisburg, Germany). La 

actividad GRd se midió en muestras de 35 L añadidas a 465 µL de una solución de trabajo 

que contiene tampón A más glutation oxidado (GSSG,  2mM). Tras una incubación de 4 

minutos a 37º C, la reacción comenzó al añadir 8.5 L de una solución de NADPH (9.5 mM), y 

la actividad fue medida siguiendo la oxidación de NADPH durante 3 minutos a 340 nm 

(espectrofotómetro Shimadzu UV-1630). Se midieron las proteínas totales [Lowry y cols., 1951]. 

La actividad de las enzimas GPx y GRd se expresa en nmol/ min mg proteína. En ambos 

casos, la oxidación no enzimática de NADPH se sustrajo del resultado total. 

 

7. DETERMINACIÓN DE GSH Y GSSG 

 

Tanto el GSH como el GSSG se midieron por métodos fluorométricos propuestos por 

Hissin [Hissin y Hilf., 1976], ligeramente modificados. Una alícuota de la muestra se guardó 

para la determinación de proteínas [Lowry y cols., 1951].Los pellets mitocondriales se 
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desproteinizaron con ácido trifluoroacético (TCA) al 10% y fueron centrifugados a 20.000 g 

durante 15 minutos. Para la medida de GSH, se incubaron 10 l del sobrenadante con 10 l de 

una solución etanólica de ophtaldehido (OPT) (1mg/ml) y 180 l de tampón fosfato (fosfato 

sódico 100 mM, EDTA-Na2 2.5 mM, a pH 8.0) durante 15 minutos a temperatura ambiente. La 

fluorescencia de las muestras se midió a 340 nm de excitación y 420 nm de emisión en un 

espectrofluorímetro lector de placas (Bio-Tek Instruments, Inc, Winooski, USA). Para la medida 

de GSSG, se preincubaron 30  l de alícuotas del sobrenadante con 12 l de una solución de 

etilmaleimida (5mg/ mL en agua desionizada) durante 40 minutos a temperatura ambiente en 

oscuridad, y luego se  alcalinizó con NaOH 0.15 N. Se incubaron alícuotas de 45 l con 10 l 

de la solución de OPT y 145 l de NaOH 0.15 N a temperatura ambiente y se midió la 

fluorescencia. Las concentraciones  de GSH y GSSG se calcularon de acuerdo con las rectas 

de calibración preparadas. Los niveles de GSH y GSSG se expresan en nmol/ mg prot. 

 

8. DETERMINACIÓN DE LA BIOENERGÉTICA MITOCONDRIAL 

 

Los pellets de mitocondrias fueron descongelados, suspendidos en 350 l del medio de 

incubación correspondiente al complejo que iba a ser medido, e inmediatamente sonicado para 

preparar las subpartículas mitocondriales. La concentración de proteína mitocondrial se 

determina usando BSA como standard [Lowry y cols., 1951]. Para determinar la actividad del 

complejo I, las fracciones submitocondriales (0.6 mg/ml) se resuspendieron en 350 l de medio 

de reacción que contiene 250mM de sacarosa y 50mM de fosfato potásico,  a pH 7.4, A 

continuación se sonicaron para romper la membrana mitocondrial. Se midió la cantidad de 

proteínas de la muestra.[14DEA]. A una alícuota de la misma se adicionó antimicina a una 

concentración final de 10 g /ml y decilubiquinona (DB) a una concentración final de 50 M. Se 

tapó con papel de aluminio y se incubó 3 min a temperatura ambiente en un agitador orbital. 

Tras la incubación se adiciona KCN 1mM, y la reacción comienza por la adición de 40 l de 

NADH (100 M).  La actividad del complejo I (NADH CoQ oxidorreductasa, expresada como 

nmol oxidado NADH/ min/mg prot) fue medida siguiendo la tasa de oxidación del NADH a 

340nm en un espectrofotómetro UV1603 Shimadzu (IZASA, Sevilla, España) [Barrientos., 

2002].  

Para la medida de actividad del complejo II (succinato: DCIP oxireductasa, expresada 

en nmoles DCIP reducidos/ min/mg prot), las partículas submitocondriales  (0.03 mg/ml), fueron 

suspendidas en 350 µl de tampón fosfato (0.1 M, pH 7.4), y sonicadas. Se midió la cantidad 

de proteínas, y a una alícuota de la muestra se adiciona 40 l de succinato 0.5M y se incuba a 

30º C durante 10 minutos. Posteriormente, se adiciona 5l de antimicina A 0.8  µM, 5l de 

rotenona 50 µM, 10l de KCN  2 µM y 10 l de DCIP 50 µM, a pH 7.4. La reacción se inició al 

agregar 5l de decilubiquinona 50 µM. La actividad del complejo II fue medida en un 1ml de 
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medio de reacción siguiendo la tasa de reducción del 2, 6- DCIP a 600nm con 520nm como 

longitud de onda de referencia [Barrientos., 2002].  

La actividad del complejo III (ubiquinol: citocromo c reductasa, expresada en nmoles de 

citocromo c reducido/min/mg prot) fue medido tras suspender las partículas submitocondriales 

(0.03 mg/ml) en 350 l de tampón fosfato (PO4KH2 35 mM, pH 7.5) y ser sonicadas. Se midió la 

cantidad de proteína y a una alícuota de  la muestra se llevó a  1ml de medio que contenía  35 

mM de fosfato potásico, 5 mM de MgCl2, 2.5 mg/ml de BSA, 1.8 mM de KCN y  50 mM de 

rotenona,  a pH 7.4. Se incubó a 30º C durante 30 segundos. Se agregó 40,5 l de 

decilubiquinona  2mM  previamente reducida con borohidruro sódico, y la reacción comenzó 

con la adición 12,5 l de citocromo c 125 µM. La actividad del complejo III fue medida siguiendo 

la tasa de reducción del citocromo c a 550nm con 580nm como longitud de onda de referencia 

[Brusque y cols., 2002].  

La actividad del complejo IV (citocromo c oxidasa, expresada comos nmoles de 

citocromo c oxidado/min/mg prot) fue medida tras suspender las partículas submitocondriales 

(0.1 mg prot/ml)  en 350  l de tampón fosfato (PO4KH2 50 Mm, pH 6.8) y ser sonicadas. 

Se midió la cantidad de proteína y una alícuota se llevó a 1 ml de medio. La reacción se 

inició adicionando citocromo c reducido previamente con ditionito de sodio 10 mM para tener 

una concentración final de 75 µM y midiendo la absorbancia a 550nm Brusque y cols., 2002]. 

Para la medida de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria, se hizo 

mediante la metodología propuesta por Brusque [Brusque y cols., 2002] y Barrientos 

[Barrientos y cols., 2002] modificado por Escames [Escames y cols., 2005], en un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-1630. La actividad se expresa en nmol/min mg de proteína.  

 

9. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO MITOCONDRIAL DE 

NUCLEÓTIDOS DE ADENINA 

    
Los nucleótidos de adenina fueron  determinados mediante HPLC con una columna 

ProPac PA1 (4 x 250mm: Dionex) y un gradiente binario de 0.3M de carbonato amónico y agua 

[Kraus y cols., 1997]. Las mitocondrias purificadas fueron rápidamente suspendidas en  0.5M 

de ácido perclórico enfriado con hielo, mezclado durante 120 s en vórtex (para romper las 

membranas mitocondriales) y centrifugado a 25,000g durante 15 min a 2ºC para sedimentar las 

proteínas. Los pellets se congelaron a -80ºC para determinar posteriormente la concentración 

de proteína [Lowry y cols., 1951]. El sobrenadante se adicionó a 8 µl de carbonato potásico 5M 

para neutralizar el ácido y fue centrifugado a 12,000g durante 10 min a 2ºC. El sobrenadante 

resultante fue usado para la medida de nucleótidos de adenina en el HPLC. Tras estabilizar la 

columna con la fase móvil, se inyectaron 20 µl de cada muestra en el sistema de HPLC. La 

fase móvil se compone de agua (fase A) y carbonato amónico 0.3M con  pH 8.9 (fase B). Se 
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utilizó el siguiente  programa de tiempo para el gradiente binario, con un flujo de 1ml/min: 5 

minutos, 50% A y 50% B; 5 minutos 50–100% B y luego se mantuvo 100% B durante 25 

minutos; 5 minutos 100–50% B y luego otros 5 minutos con 50% B [Kraus y cols., 1997]. Para 

la calibración se usó agua como blanco. Para cada nucleótido (AMP, ADP y ATP) fue 

construida una recta estándar con una concentración de  3.125, 6.250, 12.5 y 25 µg/ml. La 

absorbancia de las muestras se midió con un detector UV a una longitud de de onda de 254 

nm. La concentración de cada nucleótido fue calculada basándose en el área de pico de cada 

uno de los nucleótidos.  

 

10. ESTADÍSTICA 

 

Los datos se expresan como la media ± SEM de al menos seis animales analizados por 

duplicado. Se usó un ANOVA seguido por un test de Bonferrini para comparar las medias entre 

los grupos. Se consideró un valor  de p inferior a 0.05 estadísticamente significativo. 

Los símbolos y signifiaciones usados para las comparaciones entre grupos 

experimentales han sido los siguientes: 

                     

 *p < 0.05 ; **p < 0.01 ; ***p < 0.001; 5v Vs 10v y 5v Vs 10m 

 
#
p < 0.05 ; 

# #
p < 0.01 ; 

# # #
p < 0.001; 10v Vs 10m 

 
‡
p < 0.05 ; 

‡
 
‡
p < 0.01 ; 

‡
 
‡
 
‡
p < 0.001; R1 Vs P8 
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1. CEREBRO 

 

1.1 Efectos sobre la peroxidación lipídica durante el envejecimiento: 

La figura 20 muestra los cambios ocurridos en los niveles de LPO, tanto 

en machos como en hembras, en los ratones SAMR1 y SAMP8. Aunque la 

edad no elevó significativamente la cantidad de LPO en las hembras, tras el 

tratamiento con melatonina, éstos disminuyeron por debajo de los niveles de 

mitocondria de ratones de 5 meses de edad, principalmente en los SAMP8. En 

cuanto a los machos, éstos mostraron a la edad de 5 meses cantidades de 

LPO inferiores a las hembras. Los grupos envejecidos obtuvieron 

significativamente mayores niveles de LPO (p<0.001). En los grupos tratados 

con melatonina se observa una reducción de los mismos, aunque no 

significativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20.  Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre los niveles de LPO en mitocondrias cerebrales 

de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). A los animales se les suministró bien 

vehículo, (etanol al 0,066%) o bien aMT (10 mg/kg) en el agua de bebida, a partir del primer mes de vida. Fueron 

sacrificados 4 o 9 meses más tarde (a la edad de 5 ó 10 meses, respectivamente). Los resultados están expresados 

como la media de seis experimentos ± SEM, medidos por duplicado. R5v y R10v, son ratones SAMR1 tratados con 

vehículo y sacrificados a la edad de 5 y 10 meses; P5v y P10v, se corresponde con  animales SAMP8 tratados  con 

vehículo y sacrificados a la edad de 5 y 10 meses ; R10m y P10m, tanto SAMR1 como SAMP8, son animales tratados 

con  aMT y sacrificados con 10 meses de vida. *p < 0.05 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v, 
# #

p< 0.01 

comparado con R10v o P10v. 
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1.2 Efectos sobre los valores de nitritos durante el envejecimiento:  

Los niveles de nitritos se muestran en la figura 21. Con respecto a las 

hembras, los grupos envejecidos tuvieron significativamente (p<0.001) valores 

mayores que los grupos de 5 meses de edad. El grupo  P10v de los SAMP8 

incrementó significativamente (p<0.001) su valor en comparación con el grupo 

SAMR1. Dentro de los SAMR1, el tratamiento con aMT contrarrestó 

significativamente (p<0.01) este efecto. Con respecto a los SAMP8, la 

melatonina redujo los valores de nitritos de manera pronunciada (p<0.001), 

incluso por debajo del valor obtenido para el grupo de 5 meses de edad. En lo 

tocante a los machos, ambos grupos envejecidos tratados con vehículo 

mostraron niveles de nitritos más elevados  (p<0.001) que los grupos de 5 

meses de edad. Tras el tratamiento con aMT, en los SAMR1, estos niveles 

cayeron de manera significativa (p<0.001), siendo similares a los valores de 5 

meses de edad, mientras que en los SAMP8 la melatonina sólo contrarrestó 

en parte, aunque significativa, el aumento de los niveles de nitritos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre los niveles de nitritos (NO2) en mitocondrias 

cerebrales de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la 

figura 20 para más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos 

por duplicado. ***p < 0.001 comparado con R5v o P5v;
 # #

p<0.01 y 
# # #

p < 0.001 comparado con R10v o P10v; 
‡ ‡ ‡

p < 

0.001 comparado con el mismo grupo de ratones SAMR1. 
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1.3 Efectos sobre la actividad de la enzima GPx durante el 

envejecimiento:  

 

En lo referente a las hembras, la actividad de la enzima GPx (figura 22) 

está reducida en los animales envejecidos tanto del grupo SAMR1 (p< 0.001) 

como del SAMP8 (p<0.001). En los grupos tratados con vehículo, los valores 

de la actividad de la enzima son menores en las SAMP8 (p< 0.001) que en las 

SAMR1. Tras el tratamiento con aMT, la actividad de la GPx fue 

significativamente mayor (p<0.001) en ambos grupos de ratones, incluso 

mayor que la actividad mostrada por el grupo de 5 meses de edad en el caso 

de las SAMP8. Con respecto a los machos, ambos grupos envejecidos 

tratados con vehículo obtuvieron una reducción significativa (p<0.001 en caso 

de SAMR1 y p<0.01 en los SAMP8) de la actividad de le enzima.  Los grupos 

tratados con aMT, los SAMR1 alcanzaron valores similares a aquellos 

obtenidos por el grupo de 5 meses de edad (p<0.001), mientras que en los 

SAMP8 esta actividad se incrementó por encima de los niveles medidos para 

el grupo de 5 meses (p<0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la actividad de la enzima GPx  en mitocondrias 

cerebrales de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la 

figura 20 para más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos 

por duplicado. *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; 
# # #

p < 0.001 comparado con R10v o 

P10v; 
‡
p < 0.05 comparado con el mismo grupo de ratones  SAMR1. 
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1.4 Efectos sobre la actividad de la enzima GRd durante el 

envejecimiento:  

 

En las hembras, la actividad de la enzima GRd (figura 23) se redujo 

significativamente  en los grupos P5v (p<0.001) y P10v (p<0.01) de las SAMP8 

en comparación con las SAMR1. El grupo envejecido SAMR1 tratado con 

vehículo tuvo una menor actividad (p<0.001) que el grupo de 5 meses de 

edad. Los animales tratados con aMT recuperaron los niveles de actividad del 

grupo de 5 meses en el caso de las SAMR1, mientras que las SAMP8 fueron 

significativamente superiores (p<0.01) al grupo de 5 meses. Con respecto a 

los machos, ambos grupos envejecidos tratados con vehículo obtuvieron una 

menor actividad de la enzima (p<0.001). Tras el tratamiento, tanto los 

animales SAMR1 como los SAMP8 recuperaron la actividad, siendo incluso en 

el caso de los SAMP8 (p<0.001), mayor que la de los animales de 5 meses de 

edad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  23. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la actividad de la enzima GRd en mitocondrias 

cerebrales de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la 

figura 20 para más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos 

por duplicado.  **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; 
# # #

p < 0.001 comparado con R10v o P10v; 
‡ ‡

p < 

0.01 y 
‡ ‡ ‡

p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMR1. 
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1.5 Efectos sobre la ratio GSH:GSSG durante el envejecimiento: 

 

La edad redujo la ratio GSH:GSSG (figura 24) tanto en las hembras 

como en los machos SAMR1 y SAMP8. Este efecto fue contrarrestado por el 

tratamiento de melatonina en todos los grupos (p<0.001 salvo los machos 

SAMP8 donde el valor registrado fue p<0.01). En el caso de las hembras 

P10m SAMP8, éstas obtuvieron una ratio de GSH:GSSG mayor (p<0.001) que 

el grupo P10m de las SAMR1, aunque en el caso de los machos, esto no 

ocurre.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  24. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la ratio GSH:GSSG en mitocondrias cerebrales 

de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la figura 20 para 

más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos por 

duplicado.  **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v;
 # #

p < 0.01 y 
# # #

p < 0.001 comparados con R10v o 

P10v; 
‡
p < 0.05,

 ‡ ‡
p < 0.01 y 

‡ ‡ ‡
p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMR1. 
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1.6 Efectos sobre la actividad de los complejos de la cadena de 

transporte de electrones durante el envejecimiento: 

 

Complejo I: La actividad del complejo I (figura 25, arriba izquierda) disminuyó 

en los grupos envejecidos tratados con vehículo, tanto en machos como 

hembras, y en ambos grupos SAMR1 y SAMP8. El tratamiento con aMT 

contrarrestó este efecto significativamente (p<0.001) en todos los casos. 

 

Complejo II: La actividad del complejo II (figura 25, arriba derecha) en las 

hembras mostró que los grupos envejecidos tratados con vehículo tuvieron 

menores niveles de actividad que los grupos de 5 meses de edad (p< 0.001 en 

el caso de las SAMR1 y p<0.01 en el de las SAMP8). Los grupos tratados con 

aMT, tanto SAMR1 como SAMP8, recuperaron de manera significativa la 

actividad de este complejo (p<0.001), siendo la actividad incluso superior a la 

mostrada por los grupos de 5 meses de edad. En lo referente a los machos, la 

edad no produjo cambios en la actividad del complejo II en el grupo SAMR1, 

mientras que disminuyó en los SAMP8 (p<0.05). Los grupos tratados con aMT 

mostraron un incremento muy importante (p<0.001) en la actividad del 

complejo, siendo en ambos grupos superados los valores obtenidos a los 5 

meses de edad de su respectivo grupo.  

 

Complejo III: En el caso del complejo III (figura 25, abajo izquierda) en cuanto 

a las hembras, el grupo R10v de la cepa SAMR1 mostró una significativa 

(p<0.01) reducción de la actividad, aunque en el caso de las SAMP8 no lo fue. 

En los grupos a los que se les administró aMT, se recuperaron los valores 

obtenidos por los grupos de 5 meses de edad  (p<0.001), siendo incluso 

excedidos en el caso de las SAMP8. Los machos se comportaron de manera 

distinta. La edad no varió la actividad del complejo III ni en los SAMR1 ni en 

los SAMP8. El grupo R10m SAMR1 registró una actividad menor que el grupo 

tratado con vehículo y que el grupo de 5 meses de edad. El grupo P10m 

SAMP8 restauró en parte la actividad del complejo, aunque de manera no 

significativa. 
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Complejo IV: El La actividad del complejo IV (figura 25, abajo derecha) en lo 

referente a las hembras se tradujo en que el grupo SAMR1 tratado con  

vehículo experimentó una disminución no significativa. La actividad fue 

restablecida tras el tratamiento con aMT (p<0.001). El grupo P10m mostró una 

mayor actividad que el P5v. En el caso del P10m, el aumento de actividad fue 

incluso mayor. En lo referente a los machos, la edad no cambió la actividad del 

complejo IV en ninguno de los grupos, aunque se observó un no significativo 

aumento en ambos grupos tratados con aMT. 

 

 

1.7 Efectos sobre el contenido de ATP durante el envejecimiento: 

 

 El aumento de edad fue acompañado por una pérdida de contenido 

mitocondrial cerebral de ATP (figura 26) tanto en hembras como en machos, 

en ambos grupos SAMR1 y SAMP8. En el caso de las hembras, R10m 

contrarrestó de manera significativa (p<0.001) la disminución de ATP. En el 

caso de los SAMP8, el grupo P5v tuvo menores niveles de ATP que R5v, pero 

el tratamiento con aMT elevó los valores incluso por encima de los mostrados 

por los SAMR1. En cuanto a los machos, la melatonina no cambió los niveles 

de ATP en el caso de los SAMR1. En el caso de los SAMP8, tanto el grupo 

p5v como el P10v  (p<0.05) obtuvieron menores cantidades de ATP que los 

SAMR1, la melatonina sí produjo un aumento de estos niveles, alcanzando 

valores similares en el grupo tratado  a los de los animales de 5 meses de 

edad (p<0.001). En este caso se puede apreciar que los machos presentaron 

menores cantidades de ATP que las hembras, excepto los grupos envejecidos 

tratados con vehículo, que tuvieron valores similares. 
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Figura 25. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la actividad de los complejos de la ETC en 

mitocondrias cerebrales de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase 

leyenda de la figura 20 para más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± 

SEM, medidos por duplicado. *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; 
#
p< 0.05 y  

# # #
p < 0.001 

comparados con R10v o P10v, 
‡ ‡

 p < 0.01 y 
‡ ‡ ‡

p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMR1. 
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Figura  26. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre el contenido de ATP de mitocondrias cerebrales 

de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la figura 20 para 

más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos por 

duplicado.  *p < 0.05 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; 
# # #

p < 0.001 comparado con R10v o P10v, 
‡
 p < 0.05 y 

‡ ‡ ‡
p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMR1. 

1.8 Efectos sobre la ratio ATP/ADP durante el envejecimiento: 

 

Con respecto a las hembras (figura 27) la ratio ATP/ADP disminuyó de 

manera no significativa en ambas cepas, SAMR1 y SAMP8. El tratamiento con 

aMT restableció los valores de la ratio (p<0.001), siendo incluso superiores a 

los de los grupos de 5 meses de edad. En el caso de los machos, los grupos 

SAMR1 no mostraron cambios, aunque el grupo tratado con aMT experimentó 

un incremento no significativo. En la cepa SAMP8, sí se observó una marcada 

disminución de la ratio (p<0.001). También se apreció un aumento muy 

significativo de la ratio en el caso del grupo tratado con aMT (p<0.001). 
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Figura  27. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la ratio ATP/ADP en mitocondrias cerebrales de 

ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la figura 20 para más 

información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos por duplicado. *p 

< 0.05 y ***p < 0.001 comparados con  R5v o P5v;  
# # #

p < 0.001 comparado con R10v o P10v, 
‡
 p < 0.05 y  

‡ ‡ ‡
p < 

0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMR1. 

 

Estos resultados han sido objeto de la siguiente publicación (página 76): 

Carretero M, Escames G, López LC, Venegas C, Dayoub JC,  García L, Acuña-Castroviejo D. 

(2009) Long-term melatonin administration protects brain mitochondria from aging. J. Pineal 

Res. 47:192-200. 
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2. PULMÓN 

 2.1 Efectos sobre la peroxidación lipídica durante el envejecimiento: 

 

La figura 28 muestra los cambios en los niveles de LPO en ambos 

sexos, en las dos subcepas estudiadas. Entre las hembras se observan pocas 

diferencias. Los grupos de 10 meses de edad tratados con vehículo tuvieron 

un significativo aumento (p<0.05 en las SAMR1 y p<0.01 en las SAMP8) en 

LPO en comparación a los grupos de 5 meses de edad. Los grupos a los que 

se les administró aMT redujeron sus valores de LPO, siendo esta caída muy  

pronunciada (p< 0.001) en las SAMR1. En el caso de los machos, se observó 

un aumento de LPO no significativo en el grupo R10v, mientras que en el caso 

de R10m, sí experimentó una caída en los niveles de LPO si lo comparamos 

con el grupo tratado con vehículo. En los ratones SAMP8 se encontraron  

diferencias notables. Se observó un incremento de LPO (p<0.001) en el grupo 

P10v en comparación al grupo P5v. A su vez, estos valores fueron 

significativamente (p<0.001) más elevados que su control R10v. Además, el 

grupo P10m, experimentó una importante (p<0.001) reducción en los niveles 

de LPO, obteniendo valores inferiores a los del grupo de 5 meses de edad. 

 

2.2 Efectos sobre los valores de nitritos durante el envejecimiento: 

 

Los valores de nitritos se muestran en la figura 29. En las hembras, el 

grupo R10v experimentó un aumento significativo (p<0.01) en comparación el 

grupo R5v. A su vez, en el grupo R10m se observó una disminución en los 

valores de nitritos (p<0.001) si lo comparamos con el grupo tratado con 

vehículo. En el caso de los SAMP8 no se encontraron diferencias significativas 

entre los distintos grupos, aunque en P5v (p<0.001) y P10m (p<0.01) se 

observaron valores superiores a sus controles SAMR1. En los machos, el 

grupo R10v mostró un incremento en los niveles de nitritos (p<0.01) en 

comparación con el grupo R5v. En el grupo tratado con aMT se puede ver una 

disminución de los valores de nitritos, aunque no es estadísticamente 

significativa. En los ratones SAMP8, el grupo P10v obtuvo mayores niveles de 

nitritos (p<0.001) que el grupo R5v, como ocurre con los SAMR1, aunque en 

este caso el grupo tratado con aMT sí obtiene una disminución significativa en 

la cantidad (p<0.01) de nitritos. 
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Figura 28. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre los niveles de LPO en mitocondrias de pulmón de 

ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). A los animales se les suministró bien 

vehículo, (etanol al 0,066%) o bien aMT (10 mg/kg) en el agua de bebida, a partir del primer mes de vida. Fueron 

sacrificados 4 o 9 meses más tarde (a la edad de 5 ó 10 meses, respectivamente). Los resultados están expresados 

como la media de seis experimentos ± SEM, medidos por duplicado. R5v y R10v, son ratones SAMR1 tratados con 

vehículo y sacrificados a la edad de 5 y 10 meses; P5v y P10v, se corresponde con  animales SAMP8 tratados  con 

vehículo y sacrificados a la edad de 5 y 10 meses ; R10m y P10m, tanto SAMR1 como SAMP8, son animales tratados 

con  aMT y sacrificados con 10 meses de vida. *p < 0.05, **p<0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v,
 # # #

p< 

0.01 comparado con R10v o P10v y  
‡ ‡ ‡

p < 0.001 comparado con el mismo grupo de ratones SAMR1. 

2.3 Efectos sobre la actividad de la enzima GPx durante el 

envejecimiento: 

 

La actividad de la enzima GPx aparece en la gráfica 30. En el caso de 

las hembras, el grupo R10v tuvo una actividad enzimática menor (p<0.001). La 

melatonina la restableció parcialmente (p<0.001). De manera similar acontece 

con los SAMP8. El grupo envejecido tratado con vehículo experimentó una 

menor actividad que el grupo de 5 meses de edad (p<0.001). La melatonina 

consiguió un aumento parcial de la actividad de la GPx. Con respecto a los 

machos, el grupo R5v mostró una actividad mayor que las hembras. El grupo 

R10v sufrió una pronunciada caída en la actividad de la enzima (p<0.001). La  
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melatonina, sin embargo, elevó los valores de actividad hasta la de los ratones 

de 5 meses de edad (p<0.001). El grupo P5v obtuvo significativos valores de 

menor actividad que su control R5v. En el grupo P10v se observó una 

disminución de la actividad similar a la mostrada por los SAMR1, pero en este 

caso la recuperación de la misma, aún siendo significativa, no alcanzó a la 

actividad del grupo de 5 meses de edad. Se observó que todos los grupos 

machos SAMR1 tuvieron una actividad mayor que los mismos grupos en el 

caso de las hembras.   

     

Figura  29. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre los niveles de nitritos (NO2) en mitocondrias 

pulmonares de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la 

figura 28 para más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos 

por duplicado.. **p<0.01 y ***p < 0.001 comparados con  R5v o P5v;
 #

p<0.51 y 
##

p < 0.01 comparados con R10v o 

P10v;
 ‡ ‡

p < 0.01 y  
‡ ‡ ‡

p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMR1. 
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2.4 Efectos sobre la actividad de la enzima GRd durante el 

envejecimiento:  

 

Refiriéndonos a las hembras, la actividad de la enzima GRd (figura 31) 

está disminuida en el grupo R10v. La melatonina incrementa la actividad, pero 

no significativamente. P5v y P10v obtuvieron unos niveles de actividad 

menores que sus respectivos controles (p<0.01). La actividad del grupo 

envejecido tratado con vehículo fue menor que la del grupo de 5 meses. La 

melatonina elevó la actividad de la GRd con gran eficacia (p<0.001), 

sobrepasando incluso los valores registrados por el grupo de 5 meses de edad 

de las SAMP8 e incluso las SAMR1. En el caso de los machos, R10v mostró 

una actividad muy disminuida (p<0.001), comparado con los R5v. La actividad 

es parcialmente recuperada por la administración de melatonina (p<0.01). El 

grupo P5v mostró una caída pronunciada en la actividad enzimática. Esta 

actividad es restablecida (p<0.001) por la aMT, superando incluso los valores 

del grupo de 5 meses de edad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la actividad de la enzima GPx  en mitocondrias 

de pulmón de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la 

figura 28 para más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos 

por duplicado.  **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; 
# #

p < 0.01 y  
# # #

p < 0.001 comparados con R10v 

o P10v; 
‡ ‡ ‡

p < 0.001 comparado con el mismo grupo de ratones SAMR1. 
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2.5 Efectos sobre la ratio GSH:GSSG durante el envejecimiento: 

 

La edad redujo la ratio GSH:GSSG (figura 32) en todos los grupos 

estudiados, tanto machos como hembras. En el caso de las hembras, la 

disminución fue más significativa en las SAMR1 (p<0.001) que en las SAMP8 

(p<0.01). En las primeras, la melatonina restableció parcialmente la ratio 

(p<0.001), mientras que en las últimas, se observó un incremento, aunque 

éste no fue significativo. El grupo P5v obtuvo una menor ratio que su grupo 

control, R5v (p<0.05). En el caso de los machos, la disminución de la ratio fue 

mayor en los SAMP8 (p<0.001) que en los SAMR1 (p<0.05). En este caso, los 

dos grupos tratados con melatonina experimentaron un incremento de la ratio 

(p<0.001), sobrepasando los valores de los grupos de 5 meses de edad. 

 

Figura  31. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la actividad de la enzima GRd en mitocondrias 

pulmonares de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la 

figura 28 para más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos 

por duplicado.  *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; 
# # #

p< 0.001  comparado con R10v o 

P10v; 
‡ ‡

p < 0.01 y 
‡ ‡ ‡

p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMR1. 
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 2.6 Efectos sobre la actividad de los complejos de la cadena de 

transporte de electrones durante el envejecimiento: 

 

Complejo I: La actividad del complejo I (figura 33, arriba a la izquierda) en las 

hembras se mostró disminuida en los grupos envejecidos tratados con 

vehículo, tanto los SAMR1 (p<0.001) como los SAMP8 (p<0.01). Tras el 

tratamiento con aMT, este efecto fue contrarrestado de manera significativa 

(p<0.001) en ambos grupos, siendo la actividad incluso superior a la registrada 

por los grupos de 5 meses de edad. Los machos obtuvieron resultados 

similares. La reducción de actividad en los grupos envejecidos fue significativa 

(p<0.001), y la melatonina elevó los valores de actividad, de manera sólo 

parcial en los SAMR1, y siendo más efectiva en los SAMP8, donde el complejo 

I alcanzó niveles de actividad similares a los ratones de 5 meses de edad. 

 

 

Figura  32. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la ratio GSH:GSSG en mitocondrias pulmonares 

de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la figura 28 para 

más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos por 

duplicado.  *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v;
 # # #

p < 0.001 comparado con R10v o P10v; 

‡
p < 0.05 comparado con el mismo grupo de ratones SAMR1.  
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Complejo II: La actividad del complejo II (figura 33, arriba a la derecha) en las 

hembras mostró que la edad no redujo su comportamiento en los SAMR1, 

aunque sí se observó un incremento en el grupo tratado con aMT. Los grupos 

P5v (p<0.01) y P10v (p<0.001) tuvieron una menor actividad que sus 

respectivos controles. Se observó una disminución en el grupo envejecido 

(p<0.01). El tratamiento con aMT incrementó los niveles de actividad del 

complejo II, superando los valores del grupo de 5 meses de edad. En el caso 

de los machos, los SAMR1 mostraron una leve caída en la actividad del 

complejo II. El tratamiento con aMT no cambió esta situación. En los ratones 

SAMP8 se observó una reducción en la actividad del complejo del grupo P5v 

en comparación con el grupo R5v. En este caso, el grupo P10v evidenció una 

pronunciada caída en la actividad del complejo (p<0.001). La melatonina 

contrarrestó el descenso, restaurando valores similares a los obtenidos por el 

grupo de 5 meses de edad. 

 

Complejo III: En el caso del complejo III, (figura 33, abajo a la izquierda) las 

hembras envejecidas tratadas con vehículo tuvieron una menor actividad 

(p<0.01) que los grupos de 5 meses de edad. La melatonina no consiguió el 

restablecimiento de la actividad. En las SAMP8 se vio un descenso no 

significativo en el grupo P10v, mientras que la actividad del complejo se redujo 

con el tratamiento con aMT. En los machos, se observó un descenso en la 

actividad no significativa en el grupo R10v. La melatonina no restauró la 

actividad del complejo en esta subcepa. Los SAMP8, sin embargo,  sí 

mostraron un marcado descenso en el grupo P10v (p<0.001). El tratamiento 

con aMT lo contrarrestó de manera significativa (p<0.001). 

 

Complejo IV: La actividad de este complejo (figura 33, abajo a la derecha) 

disminuyó en los grupos envejecidos tratados con vehículo, tanto en hembras 

como en machos, en las dos subcepas estudiadas, de manera significativa. En 

los grupos tratados con aMT, este efecto fue contrarrestado en todos ellos. 

Las hembras P10v y P10 m tuvieron una menor actividad (p<0.001) que sus 

respectivos controles. El incremento de actividad observado en el grupo P10m 

no fue tan alto como el de los ratones SAMR1. En los machos SAMP8 la 

actividad restaurada tampoco fue tan elevada como ocurrió en los SAMR1.   
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Figura  33. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la actividad de los complejos de la ETC en 

mitocondrias de pulmón de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase 

leyenda de la figura 28 para más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± 

SEM, medidos por duplicado. *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; 
#
p< 0.05 y 

# # #
p < 0.001 

comparados con R10v o P10v, 
‡ ‡

p < 0.01 y 
‡ ‡ ‡

p < 0.001  comparados con el mismo grupo de ratones SAMR1. 
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2.7 Efectos sobre el contenido de ATP durante el envejecimiento: 

 

El envejecimiento estuvo acompañado por una pérdida de contenido 

mitocondrial de ATP (figura 34) en las hembras SAMR1 (p<0.001). El 

tratamiento con aMT contrarrestó esa situación de manera significativa 

(p<0.001). En el caso de las SAMP8, los grupos de 5 meses de edad 

(p<0.001) y el envejecido tratado con vehículo (p<0.05) tuvieron menores 

niveles de ATP que sus respectivos controles SAMR1. A su vez, este último 

mostró una disminución del contenido de ATP en comparación con el primero. 

El tratamiento con aMT elevó la cantidad de ATP de las mitocondrias, incluso 

por encima del valor obtenido en el grupo de 5 meses de edad. En los 

machos, el grupo R10v mostró un menor contenido de ATP (p<0.01) que el 

grupo R5v. La melatonina no cambió de manera significativa los valores de 

ATP en esta subcepa de ratones. En el caso de los SAMP8, tanto el grupo P5v 

(p<0.001) como el P10v (p<0.01) evidenciaron una cantidad inferior de ATP a 

la de sus controles, aunque no existió apenas diferencia entre ambos grupos 

con respecto del uno al otro. Por el contrario, el grupo P10m sí vio 

incrementado su contenido de ATP de manera significativa (p<0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  34. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre el contenido de ATP de mitocondrias cerebrales 

de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la figura 28 para 

más información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos por 

duplicado. **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; 
# # #

p < 0.001 comparados con R10v o P10v, 
‡
p < 0.05, 

‡ ‡
p < 0.01 y 

‡ ‡ ‡
p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMR1. 
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2.8 Efectos sobre la ratio ATP/ADP durante el envejecimiento: 

 

En lo referente a las hembras, la ratio ATP/ADP (figura 35) decreció de manera 

significativa (p<0.001) en los grupos envejecidos tratados con vehículo de ambas 

subcepas. Igualmente, el tratamiento con aMT restauró los valores de la ratio 

(p<0.001), obteniéndose un valor similar al obtenido por el grupo de 5 meses de edad 

en las SAMP8. Sólo el grupo P5v mostró una significativa (p<0.01) ratio inferior a la de 

su control R5v. En el caso de los machos, ambos grupos envejecidos tratados con 

vehículo obtuvieron también una ratio menor (p<0.001 en el caso de los SAMR1 y p< 

0.01 en el caso de los SAMP8) que sus respectivos grupos de 5 meses de edad. La 

melatonina aumentó la ratio ATP/ADP en ambas subcepas, siendo significativo en los 

SAMR1 (p<0.01), aunque no ocurre así en los SAMP8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  35. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la ratio ATP/ADP en mitocondrias cerebrales de 

ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos  (derecha). Véase leyenda de la figura 28 para más 

información. Los resultados están expresados como la media de seis experimentos ± SEM, medidos por duplicado. **p 

< 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; 
# #

p < 0.01y 
# # #

p < 0.001 comparados con R10v o P10v, 
‡ ‡

p < 0.01 

comparado con el mismo grupo de ratones SAMR1. 

 



Resultados 
 

75 
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Carretero M, López LC, del Pino-Zumaquero A, Doerreir C, García-Corzo L, Tresguerres JA, 

Acuña-Castroviejo D, Escames G. (2010) Melatonin protects against oxidative damage and 

ATP depletion in lung mitochondria of aged mice. Am. J. Physiol. Lung Cell Mol Physiol., 

enviado. 
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CONSIDERACIONES PREVIAS 

 

En el presente estudio multifactorial del envejecimiento, el objetivo principal es 

evidenciar la relación existente tanto entre los diferentes parámetros de estrés oxidativo como 

de la bioenergética mitocondrial en las mitocondrias de cerebro y pulmón en el modelo de ratón 

sensible al envejecimiento acelerado SAMP8, frente a sus controles, resistentes al mismo, 

SAMR1.  

 

Se ha estudiado también el comportamiento  en estos ratones al ser tratados 

crónicamente con 10 mg/kg melatonina en el agua de bebida durante nueve meses. En este 

trabajo, los ratones se sacrificaron a los cinco y a los diez meses de edad, ya que se ha 

detectado que los ratones SAMP8 muestran signos de estrés oxidativo a la temprana edad 

comprendida entre los tres y los cinco meses, aunque empiezan a detectarse desde el segundo 

mes de vida [Yasui y cols., 2003] en relación a los SAMR1. Estos signos son más patentes a 

los once meses  [Mori y cols., 1998; Butterfield y cols., 1997; Liu y Mori, 1993]. 

 

Por todo ello, consideramos conveniente ver las diferencias existentes en cuanto al 

estrés oxidativo mitocondrial cardiaco y diafragmático en hembras SAM, entre los 5 y 10 meses 

de edad, un periodo que puede marcar las diferencias entre ambos grupos en términos de 

daño oxidativo mitocondrial, así como la respuesta inflamatoria producida en estas cepas de 

ratones SAM. 

 

 

1.- EFECTOS DEL ESTRÉS OXIDATIVO Y LA BIOENERGÉTICA 

MITOCONDRIAL EN RATONES SAMP8 Y SAMR1  

 

1.1.- Cerebro  

 

Como se ha mostrado anteriormente, el daño producido a la mitocondria como 

consecuencia de la generación interna de radicales libres se encuentra relacionado con el 

proceso de envejecimiento celular. En este trabajo se estudian parámetros de estrés oxidativo 

y de bioenergética mitocondrial en el cerebro de ratones SAMP8 y  SAMR1, tanto machos 

como hembras. Asimismo, se analiza la respuesta de la función mitocondrial a un tratamiento 

crónico con melatonina.   

El cerebro es el órgano que controla el procesamiento de la información sensorial 

recogida del mundo que nos rodea y de nuestro propio cuerpo, así como las respuestas 

motrices y emocionales, el aprendizaje, la conciencia, la imaginación, la memoria, la cognición, 

etc. Una pérdida de funcionalidad del cerebro puede conllevar a pérdidas de memoria y 
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aprendizaje, disfunciones sensorio-motoras, y a la muerte. Con la edad es evidente la aparición 

de factores neurodegenerativos que desembocan en enfermedades características de la 

población envejecida [Reiter, 1998b; Fahn y Cohen, 1992; Karasek  y Pawlikowski, 1999; 

Pawlikowski y cols., 2002]. La elección del cerebro como órgano para este estudio se basó 

también en que los efectos perjudiciales de la edad se observan mejor en tejidos con células 

postmitóticas como el cerebro [Barja, 2004]. 

El estrés oxidativo se da en aquella situaciones en las que se desequilibra el balance 

entre el estado redox oxidante y antioxidante, favoreciéndose el estado oxidado [Sies, 1985]. El 

presente estudio documenta la existencia de un significativo daño oxidativo en las mitocondrias 

de cerebro, tanto en las hembras como en los machos, en el modelo de ratón con resistencia al 

envejecimiento acelerado SAMR1, y en el modelo de envejecimiento acelerado, el ratón 

SAMP8. Existe gran cantidad de bibliografía que documenta el estado hiperoxidativo  de esta 

subcepa [Karbownik y cols., 2000a], incluso desde una edad muy temprana (4 semanas de 

vida) [Sato y cols., 1996; Matsugo y cols., 2000; Yasui y cols., 2003]. En esta tesis también se 

aportan datos que demuestran que el estrés oxidativo aumenta desde los 5 hasta los 10 mese 

de edad, datos que concuerdan con la teoría  mitocondrial del envejecimiento [Miquel, 1998]. 

Asimismo, los parámetros indicadores de estrés oxidativo están aumentados en los ratones 

SAMP8 al compararlos con los obtenidos en los SAMR1, tal y como se esperaba. 

El cerebro de esta cepa de ratones está expuesto a altos niveles de estrés oxidativo, 

incluso a una edad más temprana que en la cepa SAMR1, como otros estudios han 

mostrado[Gutiérrez-Cuesta y cols., 2007]. El estrés oxidativo se eleva con el envejecimiento, 

con lo que  podría considerarse causa en la degeneración del cerebro. Un resultado muy 

interesante es la eficacia de la administración crónica de aMT en la prevención del estrés 

oxidativo. Estos resultados muestran como la melatonina ha disminuido el daño oxidativo  en 

ambas cepas de ratón, y debido a su falta de toxicidad [Jahnke y cols, 1999; Jan y cols, 2000; 

Seabra y cols., 2000], así como a la ausencia de acciones prooxidantes [Tan y cols., 2002], 

esta molécula es una eficiente herramienta terapéutica contra las enfermedades relacionadas 

con el estrés oxidativo.  

 

  El tejido cerebral es muy sensible a los daños producidos por los radicales libres, debido 

a que el cerebro utiliza gran cantidad de O2 ( hasta el 20% del total de O2 inspirado), por su 

elevada concentración tanto de ácidos grasos poliinsaturados [Floyd y Hensley., 2002] como de 

metales de transición como el hierro,  que están involucrados en la producción de radicales 

libres [Hill y cols., 1984],  y por la escasa presencia de antioxidantes citosólicos [Floyd y 

Carney,1993; Reiter, 1995; Droge, 2003]. El estrés oxidativo en el cerebro ocurre cuando la 

generación de ROS sobrepasa la capacidad del sistema antioxidante endógeno de eliminar el 

exceso de estas moléculas, con lo que se produce daño celular. El estrés oxidativo en la 

mitocondria acarrearía cambios en la cantidad de LPO y GSH, como ya se describió [Nomura y 

cols., 1989], y si el daño producido por los ROS se prolonga, también en las enzimas del ciclo 



Discusión 
 

89 
 

del GSH [Martín y cols., 2000a]. Los datos aquí presentados muestran un incremento 

significativo en los niveles de LPO en  mitocondrias cerebrales, lo que refleja el daño oxidativo 

a las membranas durante el envejecimiento [Liu y cols., 1993], incluso a una temprana edad 

[Yasui y cols., 2003]. Las hembras presentaron valores superiores de LPO que los machos, 

estando este dato de acuerdo con una reducción de fluidez de la membrana mitocondrial 

encontrada en hembras SAMP8 [Yarian y cols., 2005], aunque el incremento que se produjo 

con la edad fue similar en ambos grupos, como ha podido comprobarse en estudios previos 

[Nomura y cols, 1989; Liu y Mori, 1993; Butterfield y cols., 1997].Este incremento puede 

achacarse al envejecimiento acelerado de los SAMP8 [Liu y Mori, 1993; Matsugo y cols., 2000; 

Nomura y cols., 1989]. La melatonina disminuyó los niveles de LPO, coincidiendo con lo 

ocurrido en otros estudios [Okatani y cols., 2002; Álvarez-García y cols., 2006]. Esta 

disminución fue remarcable en el caso de las hembras SAMP8. Gracias a la lipofilidad del aMT, 

esta molécula se acumula en la mitocondria en altas concentraciones [López y cols., (2009)], 

interactúa con la bicapa lipídica [Costa y cols., 1997; García y cols., (2010)], localizándose 

cerca de las cabezas polares de la membrana de fosfolípidos [Rebrin y cols., 2005. En esta 

localización, el aMT está óptimamente situado para funcionar como un depurador de radicales 

libres, al la vez que actúa estabilizando la membrana interna de la mitocondria, protegiéndola 

del daño oxidativo [García y cols., 1999]. 

Por otra parte, los RNS también son producidos en la mitocondria. El NO
●
 se produce 

por la oxidación del nitrógeno guanidínico de la L-arginina por la enzima óxido nítrico sintasa 

(NOS). Al incrementarse la concentración de NO, éste puede inhibir la actividad de los 

complejos IV, III y I [Ghafourifar y Richter, 1999].La formación de  anión peroxinitrito (ONOO
-
) in 

vivo resulta de la transformación de dos radicales libres escasamente reactivos, NO y O2
●-

, en 

una especie mucho más reactiva, que puede interaccionar y modificar covalentemente a todos 

los tipos de biomoléculas [Pacher y cols., 2007; Demicheli y cols., 2007]. Este ONOO
-
, en su 

mayor parte, reacciona con CO2, produciendo reactivos intermediarios como el NO2, el cual 

puede afectar a otras biomoléculas por reacciones secundarias [Squadrito y Pryor, 1998]. Así, 

la medida de nitritos es un parámetro indirecto del estrés nitrosativo. Tanto machos como 

hembras mostraron valores similares de NO2. Los grupos envejecidos mostraron mayores 

niveles que los grupos jóvenes, un parámetro que puede reflejar un mayor estrés oxidativo en 

los primeros. En los grupos tratados con aMT, tanto machos como hembras, ya sean SAMP8 o 

SAMR1, el aumento de nitritos fue contrarrestado en parte o incluso equiparado a los valores 

de los grupos de 5 meses de edad. Estudios previos han demostrado que la aMT es un eficaz 

depurador de ONOO
- 
[Allegra y cols., 2003, Guenther y cols., 2005]. Otra manera de impedir la 

formación de ONOO
- 
es restringir la cantidad de los radicales que lo producen, NO y O2

●-
. La 

melatonina se ha mostrado también eficaz en este aspecto [López y cols., 2009] 

 

En el cerebro, el GSH es el antioxidante intracelular principal [Dringen, 2000]. Una de la 

defensas mitocondriales antioxidantes es el ciclo del GSH. La enzima GPx convierte el H2O2 en 
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agua. En este proceso, el GSH es oxidado a GSSG. La enzima GRd restablece los niveles de 

GSH. En el cerebro, la actividad de la enzima GPx fue similar en machos y hembras. 

Disminuyó en los grupos envejecidos, y fue restablecida con el tratamiento con aMT, en el caso 

de los grupos SAMP8, por encima del valor de los animales con 5 meses de edad. Estos 

resultados son similares a estudios previos de este grupo de investigación [Rodríguez y cols., 

2008], así como de otros grupos [Okatani y cols., 2002a].Por otra parte, la actividad de la 

enzima GRd fue mayor en los machos que en las hembras. Excepto por esta variación, su 

comportamiento fue similar a la GPx, ya que su actividad se redujo en los animales 

envejecidos, siendo restaurada en los grupos tratados con aMT, superando a veces los valores 

de los animales de 5 meses de edad. 

 

El GSH es un aminoácido tiol tripeptídico ubicuo que constituye la principal defensa 

para el mantenimiento del balance redox intracelular. En condiciones normales, se asocia con 

altos niveles de GSH una baja carga oxidante y una alta actividad biosintética. Esta situación 

es típica en condiciones de restricción calórica, la cual atenúa la tasa de producción 

mitocondrial de O2
●-

 y H2O2 [Sohal y cols., 1994; Rebrin y cols., 2003]. La ratio GSH/GSSG es 

indicativa del estado redox global [Jones, 2005]. En este estudio, las hembras presentaron 

valores inferiores de GSH/GSSG que los machos en todos los grupos estudiados. La relación 

disminuyó en los grupos de 10 meses de edad, tanto machos como hembras de ambas cepas 

estudiadas, reflejando un tendencia oxidante debida a la generación de ROS, junto a una 

disminución del transporte citosólico de GSH hacia la mitocondria, como se ha observado en 

ratones SAM [Park y cols., 1996]. La melatonina restableció significativamente los valores de 

GSH/GSSG en todos los casos. Estos datos pueden explicarse ya que, siendo la melatonina un 

depurador de radicales libres, es muy efectiva en la eliminación de H2O2 [Tan y cols., 2000], el 

radical más importante producido en la mitocondria desde el O2
●-

.Este hecho reduce la pérdida 

de la reserva de GSH intramitocondrial, y enlentece el daño mitocondrial [Karbownik y cols., 

2000a, b]. 

 

Tras comprobar estos signos de estrés oxidativo, procedimos a averiguar si los mismos 

son el comienzo al fallo de la función mitocondrial. Iniciamos entonces el estudio de la actividad 

de los complejos respiratorios y la reserva de nucleótidos en las mitocondrias cerebrales de los 

ratones SAM. Estudios previos han documentado disfunciones en la mitocondria en ratones 

SAMP8 jóvenes [Nomura y cols., 1989; Liu y Mori, 1993], aunque la caída de ATP sólo se ha 

observado a edades mayores, a partir de 9 meses de vida. [Xu y cols., 2007; Nahakara y cols., 

1998] 

 

Estudios previos establecieron que la melatonina influye de manera dosisdependiente 

en la actividad de los complejos I y IV [Martín y cols., 2002]. Al incrementar el flujo de 

electrones a través de ETC, aumenta la producción de ATP. Nuestros experimentos confirman 

estos resultados en el complejo I, mientras que en el complejo IV sólo las hembras mostraron 
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un  ascenso significativo de la función. Es remarcable que en este estudio se observó un 

aumento de la actividad del complejo II en los grupos tratados con aMT, así como lo hubo 

también en el complejo III en ambas cepas hembras. Los machos SAMR1 son los menos 

afectados por el  daño producido a los complejos respiratorios, y como  consecuencia de esto 

no sufrieron un incremento en los valores de ATP ni en la ratio ATP/ADP, cosa que sí ocurrió 

en el resto de grupos estudiados. Estos resultados son parecidos a otros obtenidos 

previamente en este laboratorio en el tejido cardíaco de las mismas subcepas estudiadas 

[Rodríguez y cols., 2007a]. El aumento del estrés oxidativo en el cerebro envejecido ha sido 

atribuido a una reducida eficiencia en la producción de energía en la mitocondria [Ames y cols., 

2005]. Así, el aMT podría elevar la eficiencia de la fosforilación oxidativa y de la síntesis de 

ATP. Estos datos demuestran que el daño asociado al envejecimiento es mayor en 

mitocondrias SAMP8, seguramente aplicable a un mayor perjuicio en esta organela como 

resultado de un desacoplamiento causado por un daño a la membrana [Nakahara y cols., 

1998]. El aumento en los valores de LPO de los ratones SAMP8 estaría en consonancia con 

esta hipótesis. 

 

El dato más destacable de este trabajo es el descenso del daño oxidativo mitocondrial 

por parte de la melatonina, gracias a su acción antioxidante y depuradora de radicales libres 

[Tan y cols., 2000a, 2000b, 2002; Turjanski y cols., 2001; Antolín y cols., 1996]. Gran cantidad 

de estudios han demostrado cómo la administración aguda de aMT es eficaz combatiendo las 

taras mitocondriales en los ratones SAM [Okatani y cols., 2002a, b, c]. A dosis fisiológicas 

también se ha demostrado su acción antioxidante [Joo y cols., 1998], por lo que debe ser 

considerada parte del sistema antioxidante endógeno [Reiter y cols., 1998a, 2000a]. El aMT es 

muy efectiva en la eliminación de radicales libres. Una única molécula puede depurar dos 

moléculas de radicales libres, siendo ambas radicales hidroxilos o bien un radical hidroxilo y un 

anión superóxido [Nishikawa y cols., 1998; Castillo y cols., 2005]. La melatonina es además 

fácilmente disponible para la mitocondria, ya que su liposolubilidad le permite atravesar 

barreras biológicas con facilidad, con lo que puede acumularse intracelularmente, [Costa y 

cols., 1997; Menéndez-Peláez y cols., 1993a;] como ocurre en el caso de la mitocondria 

incluyendo la mitocondria, donde puede alcanzar altas concentraciones [Acuña-Castroviejo y 

cols., 2003; López  y cols., (2009)]. 

 

  Es extensa la bibliografía que demuestra la influencia de la melatonina en la homeostasis 

mitocondrial. El aMT estimula la acción de dos de las enzimas involucradas en el balance 

GSH/GSSG, como son la GPx y la GRd [Martín y cols., 2000a; Acuña-Castroviejo y cols., 2001, 

Tomás-Zapico y Coto-Montes, 2005; Escames y cols., (2010], protegiendo la mitocondria para 

que pueda aumentar la producción de ATP. Otros trabajos también mostraron que el aMT 

mejora la función de la ETC mitocondrial [Martín y cols., 2002; Escames y cols., 2005; López y 

cols., 2006], aunque el mecanismo de acción no es conocido. Este estudio ha obtenido 
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resultados similares, y muestran una mejora en la reserva celular de ATP en los grupos 

tratados con aMT. 

Los resultados aquí mostrados señalan que la administración crónica de aMT en los 

SAMP8 previene la disfunción mitocondrial como resultado del estrés oxidativo. En concreto, la 

aMT reduce la LPO en las mitocondrias del cerebro en determinadas grupos, concretamente 

las hembras, incluso por debajo de los valores encontrados a los 5 meses de edad tanto en 

SAMR1 como en SAMP8. Esta acción se debe principalmente a que la aMT es una molécula 

lipofílica, como mencionamos anteriormente, que cruza las membranas celulares con facilidad 

enriqueciendo los compartimentos subcelulares [Menéndez-Peláez y cols, 1993a]. El aMT se 

sitúa próxima a las cabezas polares de los fosfolípidos, interaccionando con los lípidos de 

membrana [Costa y cols., 1997], y estabilizando la membrana interna mitocondrial [García y 

cols., 1999].desde esta localización la melatonina se encuentra óptimamente situada para 

depurar radicales libres, protegiendo a las membranas del daño oxidativo. 

 

El valor antioxidante de la indolamina se refleja también en su capacidad para estimular 

la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y GRd, de nuevo en ocasiones por encima del 

valor registrado en los grupos de 5 meses de edad, así como en la recuperación de la ratio 

GSH/GSSG en ambas cepas de ratón SAMR1 y SAMP8. Este hecho puede deberse 

principalmente a una elevación del GSH, ya que la melatonina ejerce una acción estimulante 

en la enzima gammaglutanilcisteina sintetasa, la enzima reguladora de la síntesis del GSH 

[Barrientos, 2002]. 

 

Además, el tratamiento crónico con aMT mejora la actividad de la ETC, así como 

aumenta los niveles mitocondriales de ATP. Estos datos coinciden con numerosos estudios 

que indican una acción reseñable de la aMT en la actividad de la cadena respiratoria [Martín y 

cols., 2000b, 2002; Escames y cols., 2005; López y cols., 2006]. 

 

En resumen, estos resultados apuntan que el estrés oxidativo atribuido a una excesiva 

génesis de radicales libres, sumado al menoscabo de la función de los sistemas defensivos 

contra el estrés oxidativo puede conllevar a un perjuicio a la actividad mitocondrial registrada 

en los ratones SAMP8. Estas observaciones están en armonía con las predicciones expuestas 

en la teoría mitocondrial del envejecimiento [Miquel, 1998]. 

 

Si el incremento del estrés oxidativo con la edad puede deberse a una reducción de los 

niveles de aMT en diferentes tejidos de los SAMP8, como se ha sugerido [Lardone y cols., 

2006], el tratamiento sustitutivo con aMT en el agua de bebida debe prevenir la disfunción 

mitocondrial asociada a la edad, lo que efectivamente ocurre sobre todo en los animales 

SAMP8. Estos datos, así como la inexistencia de efectos perjudiciales apuntan a que el uso de 

aMT puede mejorar las alteraciones mitocondriales relativas a la edad en humanos, siendo una 
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herramienta terapéutica para las enfermedades en las que estas disfunciones mitocondriales 

están involucradas. 

 

1.2.- Pulmón  

 

El pulmón es el otro órgano estudiado para registrar el daño mitocondrial asociado al 

envejecimiento. Es un tejido muy sensible al ataque por parte de los radicales libres. Tiene una 

alta vascularización y está expuesto directamente al O2 atmosférico. Estudios previos han 

revelado que el estrés oxidativo, producido por una generación excesiva de ROS, puede ser un 

componente importante en los mecanismos de acción de varios compuestos tóxicos que llegan 

al pulmón mediante la respiración [Milatovic y cols., 2006, Yaren y cols., 2007]. Su 

funcionalidad debe salvaguardarse del ataque oxidativo, ya que su eficiencia en el intercambio 

gaseoso es vital para la vida, así como el mantenimiento de un aporte adecuado de O2, 

necesario para la producción de ATP debe ser adecuado para los requisitos del organismo. El 

envejecimiento puede alterar los mecanismos de defensa antioxidante del pulmón, 

disminuyendo la eficiencia pulmonar.  

 

Este estudio documenta la existencia  de un notorio estrés oxidativo dependiente de la 

edad en las mitocondrias pulmonares, tanto de machos como hembras, de las cepas SAMR1, y 

especialmente, en el modelo patológico SAMP8. De acuerdo con la mayoría de los marcadores 

de estrés oxidativo medidos, los ratones SAMP8 mostraron un mayor daño oxidativo 

mitocondrial estadísticamente significativo que los animales SAMR1. También se ha observado 

un incremento del estrés oxidativo y de sus resultados perjudiciales a las células entre los cinco 

y los diez meses de edad, hecho que apoya la teoría mitocondrial del envejecimiento [Miquel J, 

1998]. Como se preveía, la mayoría de resultados reflejaron que los ratones SAMP8 tienen 

mayor índice de estrés oxidativo. Estos resultados sugieren que el estrés oxidativo como 

consecuencia de la generación de radicales libres, combinado con una menor eficiencia del 

sistema antioxidante puede causar las disfunciones mitocondriales observadas en los modelos 

de envejecimiento. Hay que destacar la eficacia de la administración crónica de aMT en la 

prevención del estrés oxidativo relacionado con la edad. Así, y contando con la falta de 

toxicidad de la melatonina previamente observada, ésta debe ser la principal molécula en la 

terapéutica contra las enfermedad relacionadas con el estrés oxidativo [Janhke y cols., 1999; 

De Lourdes y cols., 2000; Jan y cols., 2000]. 

 

Este estudio defiende que los ratones SAMP8 están expuestos a unos elevados 

valores de estrés oxidativo desde una edad temprana hasta los 10 meses, y que esto puede 

ser la causa de los perjuicios relacionados con la senescencia y la degeneración del pulmón 

entre otros tejidos periféricos. Algunas características propias del pulmón apuntan a que es un 

órgano muy sensible al estrés oxidativo. Como ya se ha mencionado, en las células aeróbicas, 

un 90-95% del ATP se obtiene en la fosforilación oxidativa, un proceso que ocurre en la 
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mitocondria. Una pequeña proporción de este O2 se desvía hasta la producción de ROS 

[Haliwell y Gutteridge, 1999; Di Lisa y Bernardi, 2005], como se ha explicado anteriormente en 

el apartado 1.1. El complejo III es el principal responsable de la producción de O2
-●

 en la 

mitocondria pulmonar [Turrens y cols., 1982]. 

 

Nuestros resultados confirman el incremento en los valores de LPO en los grupos 

envejecidos, en comparación con los animales de cinco meses de edad, lo que puede ser 

achacado a la generación de ROS. Es particularmente notable el aumento de la LPO en los 

SAMP8 machos, quizás debido al envejecimiento acelerado [Liu y Mori, 1993; Matsugo y cols., 

2000; Nomura y cols., 1989], aunque no es tan claro en el caso de las hembras. Un mayor nivel 

de LPO puede acarrear una reducción de la fluidez de la membrana durante el envejecimiento, 

como se encontró en el caso de animales SAMP8 [Karbownik y cols., 2000a].  Se ha observado 

la disminución de LPO en los grupos tratados con aMT. Tanto la melatonina como algunos de 

sus metabolitos son potentes depuradores de radicales libres poseyendo, por tanto, 

propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, [Tan y cols., 2007; León y cols., 2006; Manda y 

cols., 2007] tal y como se mencionaba en el apartado 2.1.2. Otra ventaja del aMT es que este 

derivado de la triptamina es altamente lipofílico, lo que le permite cruzar las membranas 

biológicas y entrar tanto en el citoplasma como en el núcleo celular, así como estabilizar las 

membranas, como ya se mencionó anteriormente. Una administración aguda de aMT 

contrarrestó deficiencias mitocondriales en ratones SAM [Okatani cols., 2002 a, b, c]. En este 

trabajo hemos observado cómo la melatonina inhibe el aumento de los valores de la 

lipoperoxidación y el daño oxidativo mitocondrial acaecidos con la edad en los ratones SAMR1 

Y SAMP8. No se observaron diferencias significativas entre machos y hembras, salvo la 

comentada anteriormente.  

 

Como ya hemos comentado, en la mitocondria también se producen RNS. La 

mitocondria posee su propia maquinaria para la producción de NO
●
 con fines regulatorios. De 

hecho, tanto la isoforma constitutiva (c-mtNOS) como la inducible (i-mtNOS) de la óxido nítrico 

sintasa están presentes en la mitocondria  [Escames y cols., 2007; Boveris y cols., 2002]. Un 

incremento de los niveles mitocondriales de NO
●
 inhibe la actividad de los complejos IV, III y I 

[Escames y cols., 2007; Squadrito y cols. 1998; Escames y cols., 2006]. Esto sucede en 

situaciones donde se da una inflamación, cuando la isoforma inducible produce grandes 

cantidades de NO
● 

[Escames y cols., 2007; Escames y cols., 2006; Navarro y Boveris, 2008], el 

cual, en estas condiciones, reacciona con O2
● -

 produciendo ONOO
-
, compuesto muy reactivo 

capaz de dañar todos los complejos respiratorios así como otras proteínas y lípidos [Ferrándiz 

y cols., 1994; Navarro y Boveris, 2007]. La reacción de O2
● -

 con ONOO
-
 forma NO2 como 

producto intermediario. Por esto la medida de nitritos es un parámetro indirecto del estrés 

nitrosativo. En la literatura existen trabajos que vinculan la acción de estos radicales libres con 

la toxicidad producida al pulmón, así como que la melatonina aliviaba el daño producido [Ucar y 

cols., 2007]. Todos los grupos envejecidos tuvieron niveles significativamente más elevados de 
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NO2 que los grupos de cinco meses de edad, salvo el grupo de las hembras SAMP8, en el cual 

el aumento no fue significativo. Este incremento de los nitritos refleja el aumento del estrés 

nitrosativo.En los grupos tratados con aMT, tanto machos como hembras, ya sean SAMP8 o 

SAMR1, el aumento de nitritos fue contrarrestado en parte o incluso equiparado a los valores 

de los grupos de 5 meses de edad, efecto que puede deberse a la acción depuradora de la 

melatonina sobre el radical NO
●
, inhibiendo de esta manera su acción directa como radical, al 

ser eliminado previamente a ser convertido en el dañino ONOO
-
, y también disminuye su 

acción proinflamatoria. 

 

Recordemos que el ciclo del glutatión es una defensa antioxidante de la mitocondria 

contra los oxidantes. Es muy activo en la mitocondria, puesto que la mitocondria no sintetiza 

GSH, ya que lo importa del citosol,  y tampoco posee catalasa. Al estudiar el ciclo del glutation 

en las mitocondrias de pulmón, se observó que la actividad de la GPx era similar en machos y 

hembras, aunque los machos SAMR1 destacan por encima del resto de grupos estudiados. La 

actividad enzimática desciende con la edad en los grupos envejecidos, y es parcialmente 

recuperada con el tratamiento con aMT, y en el caso de los machos SAMR1, por encima de los 

valores del grupo de 5 meses de edad. Estos valores son similares a otros encontrados en este 

laboratorio previamente [Rodríguez y cols., 2008]. Por otro lado, la actividad de la enzima GRd 

se observó mayor en los machos que en las hembras, aunque siguió el mismo comportamiento 

que la GPx, esto es, descendió su actividad en los grupos envejecidos, y se recuperó de nuevo 

en los grupos tratados con melatonina, siendo superior que la actividad registrada por los 

grupos de 5 meses en el caso de los ratones SAMP8. La melatonina regula la expresión de 

algunos genes, sobre todo la de aquellos relacionados con el estado redox celular, como es el 

caso de la GPx, la GRd, y la iNOS [Antolín y cols., 1996; Crespo y cols., 1999; García-Mauriño 

y cols., 2000]. In vitro, concentraciones nanomolares de aMT normalizaron la reserva de GSH e 

incrementaron la actividad de enzimas antioxidantes, incluidas la GPX y la GRd, en 

mitocondrias con la reserva de GSH agotada [Martín y cols., 2001; Acuña-Castroviejo y cols., 

2001]. 

 

La ratio GSH/GSSG disminuyó a los 10 meses de edad, tanto en los grupos SAMR1 

como en los SAMP8, sin distinción de sexos, reflejando una tendencia a la oxidación debida a 

la generación de ROS. Nuestros datos muestran que esta tendencia es mayor en los SAMP8 

que en los SAMR1. La melatonina restableció significativamente la ratio en todos los casos, 

excepto en el caso de las hembras SAMP8, mientras que en el caso de los machos, ambos 

grupos tratados superaron los valores de sus respectivos grupos de 5 meses de edad.  

 

Los resultados aquí descritos muestran un incremento en la actividad de los complejos 

I, II y IV. El aMT está relacionado con la estimulación de la actividad de los complejos de la 

ETC. Estudios previos obtuvieron resultados similares tanto in vivo como in vitro [Escames y 

cols., 2005; Rebrin y Sohal, 2004]. Martín y colaboradores [Martín y cols., 2002] 
 
llevaron a 



Miguel Carretero Coca 
 

96 

cabo un estudio en el cual la melatonina influenció de manera dosis dependiente la actividad de 

los complejos I y IV, y nuestros experimentos confirman esos datos. Aún más interesante, el 

complejo II en tres de los grupos tratados con aMT también restableció su actividad, llegando a 

valores superiores a los registrados para los grupos de 5 meses de edad. Nuestros datos 

documentan también mayores niveles de ATP en los grupos tratados con aMT, de acuerdo con 

otros estudios, en los que se defiende que la melatonina puede mejorar la capacidad de la 

mitocondria en la producción de ATP, interactuando con los complejos de la ETC debido a su 

alto potencial redox, con lo que dona y acepta electrones, incrementando el flujo electrónico 

[Escames y cols., 2005; Rebrin y Sohal, 2004; Vastillo y cols., 2005]. Los datos obtenidos en 

este trabajo muestran también un incremento en la ratio ATP/ADP en los grupos tratados con 

aMT, enriqueciendo la reserva celular de ATP, con lo que la melatonina podría elevar la 

eficiencia de la fosforilación oxidativa y la síntesis de ATP, coincidiendo con trabajos previos 

[Reiter y cols., 2008a]. También puede prevenir posibles disfunciones mitocondriales 

relacionadas con una caída de la función respiratoria mitocondrial, posiblemente como 

resultado del desacoplamiento causado por daños en la membrana, como otros estudios 

encontraron en ratones SAMP8 [Nahakara y cols., 1998]. 

 

Consideraciones finales 

En conjunto, los resultados apoyan que los ratones SAMP8 muestran un estrés 

oxidativo mitocondrial mayor que los SAMR1, así como una cadena respiratoria mitocondrial 

más perjudicada. Este trabajo documenta también evidencias significativas de estrés oxidativo 

en mitocondrias cerebrales a la edad de 10 meses, en comparación con las de 5 meses. Estos 

resultados están de acuerdo con la teoría mitocondrial del envejecimiento [Miquel, 1991]. En 

los parámetros estudiados no se encontraron diferencias remarcables entre machos y 

hembras. El papel neuroprotector y antioxidante de los estrógenos descrito en otros estudios 

no parece ser suficiente para tener un efecto reseñable, al menos no hasta los 10 meses de 

edad. Por otra parte, la melatonina y sus metabolitos, cuyos beneficiosos resultados han sido 

aquí descritos, así como en otros trabajos [Rodríguez y cols., 2007b], son potentes 

depuradores de radicales libres con lo que poseen propiedades antioxidantes y 

antiinflamatorias [León y cols.,  2006; Rodríguez y cols.,  2007c],  que pueden contrarrestar los 

efectos del estrés oxidativo en enfermedades asociadas con el envejecimiento. 

Las propiedades antioxidantes del aMT, administrada en el agua de bebida a partir del 

primer mes de vida, y continuando durante nueve meses más, y específicamente, su papel en 

la reducción del daño oxidativo mitocondrial dependiente de la edad, han quedado ratificadas. 

El tratamiento con aMT de manera crónica contrarrestó el deterioro de la función mitocondrial 

en los pulmones, siendo éste más evidente en los ratones SAMP8 que en los SAMR1. No se 

registraron efectos secundarios aparentes tras la administración de aMT. 

En conclusión, la melatonina, por sus propiedades antienvejecimiento, cuyos 

beneficiosos resultados sobre las mitocondrias del cerebro, del pulmón y de otros tejidos han 
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sido probados [Rodríguez y cols., 2007a], reúne óptimas condiciones para ser el candidato 

ideal para estudios posteriores en la aplicación terapéutica contra las enfermedades 

relacionadas con el estrés oxidativo y procesos que cursen de manera similar como es el 

envejecimiento.  

Nosotros, con nuestro estudio, demostramos que la aMT, administrada regularmente, 

es capaz por si sola y sin necesidad de otro antioxidante de contrarrestar el estrés oxidativo y 

nitrosativo producido durante el envejecimiento. En definitiva, consideramos que la aMT es un  

antioxidante excepcional cuya administración constante ayudará significativamente en la 

consecución de un proceso de envejecimiento saludable. 
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1. CONCLUSIONES 

 
1ª- Se aprecian evidencias significativas de estrés oxidativo y daño en la cadena respiratoria en 
las mitocondrias de cerebro y pulmón a los 10 meses de edad. Esto apoya la Teoría 
Mitocondrial del Envejecimiento. En particular, a los 10 meses de edad, los ratones SAMP8 
muestran mayor daño en mitocondrias de cerebro y pulmón que los SAMR1. Existen 
diferencias mínimas entre ambos sexos. 
 
 
 2ª- La administración exógena de aMT desde el primer mes de vida y durante 9 meses frena el 
deterioro de la función mitocondrial asociada al envejecimiento en los dos tejidos estudiados, 
ya que contrarresta el estrés oxidativo hasta niveles incluso por debajo de los encontrados a 
los 5 meses de edad. 
 
 
3ª- La administración crónica de aMT en el agua de bebida contrarresta también el estrés 
nitrosativo producido por la inflamación, ya que se comporta como una molécula muy activa 
frente al envejecimiento, a causa de sus propiedades antiinflamatorias. 
 
 
4ª- Por tanto, el envejecimiento debe ser considerado bajo la Teoría Inflamatoria Mitocondrial, 
que depende no sólo del daño producido por los radicales de oxígeno, sino que es también 
producido por la acción de los radicales libres de nitrógeno, como consecuencia de procesos 
inflamatorios. 
 
 
5ª- La mejora de la bioenergética mitocondrial por la administración de aMT sugiere que esta 
molécula puede ser beneficiosa para retrasar los efectos del envejecimiento humano asociados 
con este proceso. 
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