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A mis padres
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porgue envejecemos,
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Abreviaturas

'0,: Oxigeno singulete

3-OHaMT: 3-hidroximelatonina

4HDA: 4-hidroxialquenal

8-0x0-dG: 8-hidroxideoxiguanosina
AFMK: Nj-acetil-N,-formil-5-
metoxikinuramina
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ETC: cadena de transporte electrénico
DB: Decilubiquinona

G-6-PD: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
GPx: glutation peroxidasa

GRd: glutation reductasa

GSH: glutation reducido
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H,O,: peréxido de hidrégeno
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MDA : malondialdehido

mtDNA: DNA mitocondrial

mtNOS: 6xido nitrico sintasa mitocondrial
NAT: N-acetiltransferasa

nDNA: DNA nuclear

NO": 6xido nitrico

NO,*": radical diéxido de nitrogeno
NOS: oxido nitrico sintasa

O,’- : anion superoxido

ONOO- : peroxinitritos

ROS: especies reactivas de oxigeno
RL: radicales libres

RNA: &cidos ribonucleicos

RNS: especies reactivas de nitrégeno
SAM: Senescence-accelerated mouse
SAMP: SAM prone

SAMR: SAM resistant

SOD: superéxido dismutasa
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Introduccion

1.- ENVEJECIMIENTO

En la actualidad existen unos 540 millones de personas mayores de 60 afios. Para el
afio 2020 habra unos 1.000 millones de personas. De ellos, 700 millones corresponderan a los
paises desarrollados, mientras que el resto pertenecera al Tercer Mundo. En Espafia el 19,6%
de la poblacion tiene mas de 60 afios y mas de 80 afios, el 3%. En el afio 2025, los mayores de
60 afios alcanzaran el 21,2 % segln la proyeccion de poblacion. En Europa y Norteamérica la

tendencia hacia el envejecimiento de la poblacion es mas intensa que en otros paises.

Espafia sera el pais de la Unién Europea con mayor proporcion de jubilados (35,6%) y
menos personas en edad de trabajar (52,9%) sobre el total de la poblacion en el afio 2050.
Cabe resaltar que en los paises mas desarrollados, la esperanza de vida al nacimiento
promedio es de casi 76 afios en el quinquenio 2000-2005 la cual podria aumentar a 81 afios a
mediados de este siglo, a la vez que en los paises en desarrollo se estima que aumentara de
63,4 a 73,1 afos, durante el mismo periodo (figura 1). Estos paises en desarrollo tampoco se
estan rejuveneciendo, ya que la disminucién de las tasas de natalidad y el aumento de la
longevidad estan invirtiendo la pirdmide de edad. En resumen, la poblacién mundial avanza

hacia un proceso acelerado de envejecimiento.

Esperanza de vida al nacimiento por sexo, 2000-2050
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Figura 1. Esperanza mundial de vida media al nacimiento, por sexo, 2000-2050.



Miguel Carretero Coca

En la actualidad, un 45% de los mayores de 65 afos requiere de asistencia, y esta
proporcién aumenta conforme se eleva la longevidad (figura 2). Estos cambios demograficos
estan obligando a los paises a desarrollar nuevas medidas de proteccién social y financiera
necesarias para enfrentarse con éxito al problema del enorme coste financiero que supondra el
gasto sanitario debido al aumento de la poblacién anciana. Entre el abanico de herramientas
necesarias para afrontar esta situacion, la investigacién debe ser prioritaria, ya que conociendo
los fendbmenos que inducen el envejecimiento, se pueda poner en marcha las medidas
preventivas que mejoren la calidad de vida de esas personas mayores, lo que redundard,
aparte de en la felicidad personal, en una menor necesidad de asistencia sanitaria y, por tanto,

de gasto sanitario.

Porcentaje de la poblacion mundial de 60 arnos y mas respecto a
la poblacion total, 1950-2050
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Figura 2. Porcentaje de la poblacion mundial de 60 afios y mas respecto a la poblacion total, 1950-2050.

El proceso de envejecimiento ha intrigado a la comunidad cientifica 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
metabdlicos, disminucion de defensas, y pérdida funcional que incrementa el riesgo de muerte.
Los cambios acaecidos durante el envejecimiento serian responsables tanto del proceso
mismo de envejecimiento fisiologico como de enfermedades asociadas con la edad como

cancer, enfermedades cardiovasculares, autoinmunes, degenerativas, etc.



Introduccion

Este proceso de envejecimiento ha sido, y esta siendo, un objetivo prioritario en la
investigacion cientifica, sobre todo para aplicar medios enfocados no tanto a demorar su

aparicion, como a la prevencioén de las patologias asociadas al mismo.

Teorias del envejecimiento

Actualmente se dispone de teorias mas o0 menos basadas en datos empiricos para la
comprension del envejecimiento. Estas teorias establecen que el envejecimiento es el
resultado de una acumulacién progresiva de defectos celulares como consecuencia de la
pérdida de los sistemas defensivos necesarios [Kowald y cols., 1996]. Se han propuesto hasta
300 teorias y clasificaciones para explicar el proceso de envejecimiento [Warner y cols., 1987;
Medvedev, 1990], que podemos clasificar en dos grupos siendo las mas aceptadas las

siguientes:

Teorias estocasticas: es un conjunto de teorias en las se da una serie de variables aleatorias,
por lo que el envejecimiento sera producto del azar y se estudiara mediante calculos

probabilisticos.

Ente ellas destacan:

- Teorias genéticas, como la teoria de la regulacién genética, la teoria de la diferenciacién
terminal y la teoria de la inestabilidad del genoma, que dan al entorno de la célula la

responsabilidad en los dafios provocados aleatoriamente al DNA.

- Teoria de la mutacion somatica propuesta por Szilard en 1959. Propone una acumulacién de

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

-Teoria 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 respiracion aerobia.

- Teoria error-catastrofe propuesta por Orgel en 1963 y modificada en 1970. Esta hipétesis
postula que conforme avanza la edad, surgen errores en los mecanismos de sintesis de
proteinas, lo que provoca la produccién de proteinas anormales. Si estas proteinas anormales
se incluyen en la maquinaria que sintetiza nuevas proteinas, causarian incluso mas errores en
las proximas generaciones de proteinas y asi sucesivamente, hasta llegar a una pérdida

“catastréfica” de la homeostasis celular que conduce a la muerte celular.
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- Teoria de las uniones cruzadas de estructuras celulares. Esta teoria propone que la formacion
de enlaces moleculares entre proteinas o cadenas de acidos nucleicos aumenta con la edad.

“

- Teoria de la acumulacion de productos de desecho. Sheldrake en 1974 postuld: “el
envejecimiento celular se puede explicar en términos de la acumulacion de la ruptura de
productos citoplasmaticos, algunos de los cuales pueden ser perjudiciales para la célula”. Para
evitar la mortalidad, las células tendrian que seguir creciendo y dividiéndose, disminuyendo asi

Su ruptura, y por tanto, la acumulacién de productos dafiinos para la célula.

- Teoria inmunolégica. Esta teoria postula que el genoma nuclear actia de manera similar a un
“reloj molecular” o “reloj celular”, siendo responsable de programar los cambios que iran

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

Teorias deterministas: estas teorias sugieren que algunos de los procesos del envejecimiento
estan programados de manera inherente en el genoma de cada organismo. Cabe resaltar entre

ellas:

- Teoria de la capacidad replicativa finita de las células. En un principio se creia que las células
humanas con capacidad de proliferacién en el organismo, se replicarian indefinidamente en los
cultivos celulares. Mas tarde, Martin y cols., en 1970 demostraron que la capacidad de
duplicarse de éstas desciende progresivamente con la edad del donante. El telémero podria

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

- Teorias evolutivas. Estas teorias se pueden dividir en tres grupos. El primer grupo propone
que el envejecimiento es una adaptacién necesaria, programado como desarrollo. El segundo
postula que existen mutaciones perjudiciales que se activan tarde biolégicamente, y que son
las responsables del envejecimiento. Por dltimo, el tercer grupo apunta que la senescencia es

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

Actualmente, la hip6tesis del envejecimiento més importante es la del estrés oxidativo.
Esta teoria se cimenta en que las sustancias reactivas derivadas del oxigeno (O,), producidas
por el metabolismo aerobio celular, originarian dafio oxidativo progresivo en toda la célula,

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

Otra teoria, relacionada con la anterior, es la que atafie a la principal fuente energética
celular, la mitocondria. Gracias a una prolifica investigacion realizada en la Gltima 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 crénicas son la causa de

la degeneracion celular.




Introduccion

1.1.- Teoria de los Radicales Libres. [Harman, 1956]

Esta teoria postula que el envejecimiento es el resultado de la acumulacién de efectos
perjudiciales fortuitos causados a los tejidos por reacciones de radicales libres producidos

durante la respiracion aerobia.

Pese a ser la teoria de mayor aceptacion en los Ultimos afios, permanecen preguntas
sin respuesta definitiva, como, por ejemplo si los radicales libres contribuyen a la iniciacion y/o

a la propagacion del envejecimiento.

Un radical libre es aquella especie quimica que tiene un electron desapareado en su
orbital mas 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 electrén, 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 quimicas que se oxidan y reducen secuencialmente, quedando las moléculas
finalmente dafadas (figura 3). Los radicales libres més dafinos son las especies reactivas de

oxigeno (ROS) y de nitrdgeno (RNS)

Biomolécula Electrén

@\ Radical Likre / | x ";\\ oo
P | > f (g
g \ / Radical Likee \'\\ ’,/'/

Electrdon
Antioxidante

Figura 3. Interaccion de radicales libres con biomoléculas (izquierda) 6 con antioxidantes (derecha)

Produccién de radicales libres

Los radicales libres proceden en su mayoria de fuentes endogenas, resultado de los
procesos fisiologicos propios del organismo, como el metabolismo de los alimentos, la
respiracion y el ejercicio. Por ello, son generados en mdultiples compartimentos y por multiples
enzimas celulares. En menor proporcion, los radicales libres se forman en el organismo como
respuesta a la exposicion a agentes exdgenos. El acimulo de radicales libres produce un

estrés oxidativo que dafa estructuras celulares (acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos y

|
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proteinas), lo cual conduce a una disminucion en la resistencia al ambiente y un incremento en

la fragilidad celular que provoca la muerte de las células.

La mayor produccién de radicales libres, (hasta en un 90%), se da en la mitocondria. La
generacion de ROS es consecuencia de la fosforilacion oxidativa, proceso que usa NADH o
FADH para generar un gradiente electroquimico de protones a través de la membrana
mitocondrial interna. Esta energia es invertida en fosforilar ADP a través de la via F1-FO
ATPasa. En algunos lugares de la cadena de transporte electronico, clasicamente atribuido a
los complejos | y Il [Kushnareva y cols., 2002; Chen y cols., 2003] (figura 4), los electrones
procedentes de NADH y FADH pueden reaccionar directamente con oxigeno u otros aceptores
de electrones y formar radicales libres [Balaban y cols., 2005]. Con la respiracién aerobia, la
mayoria del O, es reducido a agua por accion del complejo IV, debido a la adicién de 4
electrones por molécula. Los pasos intermedios de esta reduccién son la formacién de anion
superoéxido (O,°-),peréxido de hidrégeno (H,0,) y radical hidroxilo (HO®), correspondientes a la
reduccion por uno, dos o tres electrones respectivamente [Acufia-Castroviejo y cols., 2001] Se
cree que entre un 2 y un 4 % del O, usado en la respiracion aerobia deriva a radical libre,
aungue 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 patologias
[Muravchick, 2008]

Cytoplasm

Matrix

Figura 4. Complejos de la cadena respiratoria donde se producen el radical libre anién superoxido.
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Se pensaba que estas reacciones eran improductivas para el organismo, aunque mas
recientemente se ha propuesto que los ROS mitocondriales tienen un papel importante en
procesos de sefalizacion REDOX-dependiente [Balaban y cols., 2005]. Los radicales libres son
también generados y utilizados por células como los neutréfilos, los monocitos, los macréfagos,
los eosindfilos y los fibroblastos para eliminar organismos extrafios al organismo como

bacterias y virus.

Otras fuentes enddégenas de radicales libres son las enzimas, como la familia de las
NADH oxidasas, las ciclooxigenasas, el citocromo P-450, el metabolismo de lipidos en los

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

Los factores exdégenos que llevan a la produccién de ROS son radiaciones ionizantes,
rayos ultravioleta, contaminacion ambiental, humo de cigarrillos, algunos farmacos, los aditivos

quimicos en alimentos procesados, los pesticidas etc.

Las reacciones por las que se forman los ROS anteriormente mencionados, asi como
los RNS son:

hv s
10, «— O2 NO [«—RNH,

0, *
_ ONOO -
H>O» Fe* \\
GSH [ . PETTI <
“QQ( & X e . -
GSSG HO. NO;
H>O

Figura 5. Generacion de ROS y RNS.

Los RNS como el éxido nitrico (NO®) se forman en la células por la accién de un grupo
de enzimas llamadas 6xido nitrico sintasa (NOS). Se han descrito y clonado tres isoformas de
la NOS: NOS neuronal (nNOS 6 NOS-1), NOS inducible (iNOS 6 NOS-2) y NOS endotelial
(eNOS 6 NOS-3) [Andrew y Mayer, 1999; Alderton y cols., 2001]. Entre las caracteristicas que
permiten diferenciarlas destacan el tamafio de los monémeros y la dependencia de Ca*de las
llamadas isoformas constitutivas (eNOS y nNOS) en contraste con la independencia de Ca** de
la isoforma inducible (iNOS) [Andrew y Mayer, 1999; Alderton y cols., 2001].
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El NO* es un radical libre gaseoso, importante mediador en muchos procesos
fisiolégicos y patoldgicos, que se forma por oxidaciéon del nitrégeno guanidinico 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 proteinas
irreversiblemente, pero es capaz de reaccionar con otros compuestos intermedios que pueden
afectar a la funcion de proteinas y afectar con ello la del organismo entero. Por ejemplo, el NO*
reacciona con O,°-, produciendo el muy oxidante anién peroxinitrito (ONOQ"). Este anién per se
no es un radical, pero si es un poderoso agente nitrosante. Ademas, este ONOO’ puede
producir HO" y el radical de diéxido de nitrégeno (NO,") [Alvarez y Radi, 2001; Alvarez y Radi,
2003]. Conforme aumenta la concentraciéon de NO® se inhiben los complejos IV, I, y |
[Ghafourifar y Richter, 1999], dafiando de forma grave la CTE, lo que eleva a su vez la
produccion de ROS y RNS, formandose un circulo vicioso. Los ONOO™ inhiben
irreversiblemente varios enzimas mitocondriales y los complejos | y Il entre otros [Acufia-
Castroviejo y cols., 2001]. Los niveles de NO® se cuantifican indirectamente midiendo la
cantidad de nitritos (NO5), ya que el NO® es muy inestable, reacciona rapidamente con agua y

pasa a NO,.

L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina oxido nitrico

Figura 6. Sintesis de NO° catalizada por la enzima NOS

El estrés oxidativo se produce cuando existe un desequilibrio entre la produccion de
radicales libres y los agentes antioxidantes que los neutralizan, por lo que los radicales libres
provocan dafios 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 electrén se
pueden establecer reacciones en cadena por medio de varios transportadores que se oxidan y
se reducen secuencialmente, El dafio 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 produccién 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 oxidacion. Al interactuar con el radical libre, el
antioxidante cede un electrén, se oxida y se transforma en un radical libre débil no tdxico.
Existen dos tipos de antioxidantes: los endogenos, dotados por el propio sistema biolégico, y

los exdgenos, tomados en la dieta.

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

accion:

- Primarios: son aquellos que previenen la formacién de nuevos radicales libres,
transforméandolos en moléculas menos perjudiciales para el medio antes de que
puedan reaccionar con éste, 0 bien evitan la propia formacion del radical libre a partir
de otras moléculas. De esta manera actlan las enzimas glutation peroxidada (GPx),
glutation reductasa (GRd), catalasa (CAT), glutation S-transferasa, y otras proteinas
que se unen a metales, con lo que limitan la disponibilidad del mismo para formar
radicales. En la mitocondria, el O,- es convertido a peroxido de hidrogeno por la
enzima superéxido dismutasa, el cual es luego convertido a agua. Las acciones
negativas del peroxido de hidrégeno, tanto en la mitocondria como en el citosol son
impedidas por la enzima GPx ya que elimina el peréxido de hidrogeno 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 H,O,, pero su localizacion es citosoélica y no mitocondrial.

H,0, 2 GSH NADP’

catalasa GPx ' GR

1 ] |
|l.5(}:‘/\ H.0 ‘/\ GSSG /\?\.—1[)[’[1-!{'

Figura 7. Esquema de la accién de las enzimas antioxidantes glutation peroxidada y glutation reductasa.

- Secundarios: son aquellos que capturan al radical libre evitando asi la reaccién en

cadena, y por consiguiente los dafios a las macromoléculas. Ejemplos de este tipo son
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la melatonina, las vitaminas E y C, aMT, el beta-caroteno, acido arico, los estrogenos,

etc.

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

enzimas reparadoras de ADN, etc.

La mitocondria posee otros sistemas defensivos, como el desacoplamiento entre la
fosforilacion oxidativa y la generacion de ATP, ya que reduce la generacion de O,’-. Si, en
algun caso, se formara este radical, se encontraria con otra linea de defensa, el citocromo c del
espacio intermembrana de la mitocondria, ya que este citocromo oxida el O,"- de nuevo a O,,
mientras que el citocromo c reducido puede ser de nuevo oxidado por accion del complejo IV
de la cadena de transporte electronico. Este es el mecanismo més efectivo para la retirada de
0,"-.

En resumen, observamos como la relacion entre la generacion de oxidantes, los
mecanismos de proteccion antioxidante y la reparacion del dafio oxidativo nos informara acerca

del dafio producido durante el envejecimiento.
1.2.- Teoria mitocondrial [Miquel y cols., 1980]

En esta teoria, Miquel defiende que el envejecimiento celular puede derivar del dafio
causado al genoma mitocondrial por radicales libres producidos en la mitocondria. EIl mtDNA es
una doble cadena de DNA circular de pequefio tamafio, estimado en torno a 16569 pares de
bases. Contiene los genes para la codificacion de 13 polipéptidos de la cadena respiratoria
mitocondrial y de la fosforilacion oxidativa, 2 RNA ribosdmicos y 22 RNA de transferencia,
imprescindibles para la sintesis proteica en las mitocondrias. Asi, la integridad del genoma
mitocondrial es esencial para el mantenimiento de la funcién energética de esta organela, y por

tanto, de las células.
Esta hip6tesis tiene varias ventajas:

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

- Tiene una gran importancia clinica. La disfuncién mitocondrial en las células somaticas
puede ejercer un papel etioldgico en algunas de las enfermedades degenerativas

relacionadas con la edad.

En 1972, Harman, que postul6 la teoria de los radicales libres del envejecimiento, propone
inicialmente la teoria mitocondrial. Esta teoria es refinada y ampliada por Miquel en 1980.

Existen, por tanto, nexos comunes entre ambas teorias.

10
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Miquel y cols., en la denominada Teoria mitocondrial del envejecimiento [Miquel y cols.,
1989, 1992, 1996], mantienen que el envejecimiento celular puede derivar del dafio causado al
genoma mitocondrial (MtDNA) por radicales libres producidos en la membrana mitocondrial
interna. Asi, el dafio oxidativo provocado a las diversas estructuras mitocondriales podria estar

relacionado con los procesos de envejecimiento.

En las células aerbbicas, la mitocondria es la principal fuente energética celular,
produciendo un 90-95 % del ATP total, consumiendo aproximadamente un 95 % del O, que
utiliza la célula. Este proceso, como se ha mencionado anteriormente seria la principal fuente
de las especies reactivas del oxigeno, que actian mayoritariamente sobre las macromoléculas
mas préximas, como los lipidos de la membrana mitocondrial, las proteinas de sus sistemas
enzimaticos y, especialmente, el DNA mitocondrial (mtDNA), muy susceptible al dafio 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 mas propenso a mutaciones,
deleciones de la doble cadena, etc. Hasta hace poco se pensaba que carecia de mecanismos
de reparacion [Orti-Pareja y cols., 1998], aunque recientemente se ha descrito reparaciones
basadas en la excisién de bases [Harper y cols., 2004]. Este acimulo de dafios produciria un
deterioro crénico y progresivo en la mitocondria y, por tanto, en la funcién celular.

1.2.1.- DNA mitocondrial y envejecimiento.

El mtDNA es una doble cadena de DNA circular de pequefio tamafio, aproximadamente
constituida por 16.569 pares de bases. Contiene genes para la codificacion de 13 polipéptidos
relacionados con la cadena respiratoria mitocondrial y en la fosforilacion oxidativa, dos acidos
ribonucleicos (RNA) ribosémicos y 22 RNA de transferencia, imprescindibles para la sintesis
proteica en las mitocondrias [Lee y cols., 1994]. La mayoria de la informacién esta 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 Unico polipéptido. Por ello, la proteccién
del genoma mitocondrial es basica para el mantenimiento de la funcién energética de esta
organela y con ella, de las células. La mayoria de las células sométicas contienen,
aproximadamente, 5 mtDNA en cada mitocondria, variando esta cifra segun el tejido [Schon y
cols., 1994].

El mtDNA se sit(a en las proximidades de la membrana interna mitocondrial, estructura
donde se realizan los procesos de fosforilacion oxidativa que aportan la energia a la célula, y
donde se generan la mayor parte de los radicales libres derivados del oxigeno [Shigenaga y
cols., 1994].

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

mencionado en el punto anterior. Numerosos estudios han demostrado la existencia de dafio
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oxidativo en el mtDNA, en relacidon con la edad [Schapira y cols., 1994; Yakes y cols., 1997;
Ozawa, 1995; Richter, 1995], asi como el descubrimiento de mutaciones (roturas de la doble
cadena, dafios y eliminacién de bases). También ha sido observado un incremento de 8-
oxoguanina (un indicador de alteracion oxidativa) en el mtDNA [De la Asuncién y cols., 1996],
ademas de la existencia de dafio en el genoma mitocondrial inducido por peréxido de
hidrégeno (potente agente oxidante) [Yakes y cols., 1997].

Como se ha mencionado, la mayor parte del oxigeno utilizado por la mitocondria en la
respiracion aerobia es reducido a agua via complejo IV mitocondrial por la adicion de cuatro
electrones a cada molécula de oxigeno. En esta reduccion de Oz puede ocurrir que el atomo de
O, escape del proceso en pasos intermedios, resultando asi la formacién de anién superéxido
(02°-), peroxido de hidrégeno (H202) y radical hidroxilo (HO®), correspondiendo a la reduccién

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

N ATPaze 8%66 [l Complex 1 [J1RHAs

ECytochrome b [l Complex 4 B tRHAs

Figura 8. DNA mitocondrial
1.2.2.- Alteraciones y mecanismos de reparacion 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 (lipidos,

proteinas y DNA) pueden provocar una gran destruccion molecular. El O2°- pasa a H202, por la
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accion de la superéxido 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 linea de defensa frente a las ROS [Antolin y cols., 1996]. Aunque la SOD juega un
papel fundamental en la eliminacion de radicales libre (O2°-) de la célula, cuando su actividad
esta crénicamente elevada sobre lo normal, como en el Sindrome de Down, puede incrementar

el dafio oxidativo, con lo que seria prooxidativa [Busciglio y Yanker, 1995].

El H202 es reducido a agua por la accion de la CAT, aunque esta enzima no esta
presente en la mitocondria. En situaciones en las que la generacién de H202 es muy elevada
interviene la GPx, la cual si se localiza en la organela. La GPx en presencia de 2 moléculas de
GSH, convierte H202 en H20, generando como producto de la oxidacion del glutation una
molécula de GSSG. Este GSSG es nuevamente reducido de forma rapida por la intervencion
de la GRd, una flavoproteinas citosélicas cuya principal acciéon es generar GSH mediante la
reduccion 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 oxidacion de la glucosa-6-fosfato (G-

6-P). Asi, el GSH es una de las moléculas mas importantes dada su accién antioxidante.

Aunque la mayoria del H202 es detoxificado, una parte es convertida en HO®. En
presencia de metales de transicion, 02°- y H202 generan el radical HO®, que es
extremadamente reactivo y es el responsable de iniciar la destruccion oxidativa de las diversas
biomoléculas.

El O2también representa un peligro para las membranas celulares debido a que afecta
a la integridad de los &cidos grasos poliinsaturados. A esto se le suma que, varidndose la
cantidad de Oz presente, éste puede ser incorporado a los lipidos de membrana de cadena
larga, resultando en la destrucciéon de los mismos.

Ademas de los ROS existen otras especies reactivas de nitrégeno (RNS) que son
también dafiinas 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. Este

Gltimo es muy reactivo, equiparable al HO®, y muy dafiino para lipidos, proteinas y DNA.

Para protegerse del dafio oxidativo la mitocondria tiene dos mecanismos principales
gue son la eliminacion de ROS/RNS vy la reparacion del dafio provocado a las moléculas. En
condiciones fisiolégicas debera existir un equilibrio entre los mecanismos de generaciéon y

depuracién de 02°-y otras ROS [Acufia-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 energia mediante
un sistema integrado por cinco complejos de proteinas. Dichas estructuras proteicas,
denominadas complejos mitocondriales y situadas en la membrana interna mitocondrial,
funcionan como cadenas transportadoras de electrones que catalizan la fosforilacién de ADP a
ATP. La actividad de estos complejos mitocondriales disminuye con la edad, fundamentalmente

la de los complejos I, 1 y IV. Numerosos estudios han indicado:

Espaciointermembrana
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2 NO*
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disfuncién y muerte
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Figura 9. Dafio a la mitocondria por las ROS

- El analisis por electroforesis del contenido de proteinas mitocondriales de tejido
cerebral de rata demuestra que estas proteinas estan disminuidas con la edad [Ragusa

y cols., 1989]
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- Disminucion de la actividad del complejo IV en tejido cerebral de ratas envejecidas
[Curti y cols., 1990].

- Disminucién de los niveles de citocromo c en cerebro de ratas envejecidas [Benzi y
cols., 1992].

- Reduccién de la actividad de los complejos | y IV en tejido cerebral de primates
[Bowling y cols., 1993].

- Reduccién de la actividad de los complejos IV y V en cerebro de ratones [Ferrandiz y
cols., 1994].

Estas alteraciones en las estructuras mitocondriales estarian relacionadas con la

produccion 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 vacuolizacién, 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 lipidicas, ademas de acumulacién de glucégeno, agregaciones intracitoplasmaticas
mitocondriales, pérdida de la matriz, [Coleman y cols., 1988] y variaciones en la distribucién
intracelular de las mitocondrias asociados con el envejecimiento. También se ha demostrado
un aumento del area mitocondrial total, de la densidad numérica y de la densidad de volumen

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

En cuanto a la estructura molecular la membrana mitocondrial sufre una disminucién de
los niveles de acido linoleico y un incremento de los acidos grasos poliinsaturados de larga
cadena, los cuales son facilmente oxidables [Shigenaga y cols., 1994; Castelluccio y cols.,
1994].

Se ha observado un aumento de los niveles de colesterol y una disminucion del
contenido de fosfolipidos [Paradies y cols., 1990]. Es remarcable también la caida del potencial
de membrana, y el incremento en la generacion de peréxido de hidrégeno en membrana
[Sastre y cols., 1996].

Otro fenoméno que hay que subrayar es la disminucidon de los niveles de cardiolipina
en la membrana interna mitocondrial. La cardiolipina es un difosfatidil glicerol que desempefia
una labor muy importante en la estructura y funcién mitocondrial, ya que actlia como anclaje
para numerosas proteinas a la membrana interna mitocondrial (citocromo oxidasa, ADP/ATP
translocador, translocador de fosfatos, ATP-sintetasa mitocondrial, entre otras), y esta

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
cardiaco, hepatico y cerebral asociado a la edad, con lo que se podria dar una gran alteracién
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 asi a la degeneraciéon mitocondrial. La cardiolipina
contiene mayor cantidad de acidos grasos insaturados en comparacion a otros fosfolipidos, lo
gue la hace mucho mas sensible a la oxidacién. El estrés oxidativo promovera la oxidacion de
estos 4acidos grasos, y disminuirda la cardiolipina mitocondrial, provocando mayor dafio

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

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

En la mayoria de las patologias degenerativas asociadas al envejecimiento, el
incremento de la produccién de especies oxidantes va asociado a la induccion de un proceso
inflamatorio crénico. La inflamacién es un proceso biolégico, activo, defensivo e inespecifico al
agente causal, que se define como una reaccién compleja de defensa ante el estrés, ya sea
fisiolégico o no, generada por agentes inflamatorios. La acciéon de muchos tipos de células que
regulan la respuesta inflamatoria depende de las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno.
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
regulacion de condiciones fisiol6gicas como son la regulacién de la presion sanguinea y la
funcién plaquetaria Aunque, también las ROS se comportan de manera nociva para el
organismo cuando no son reguladas como ocurre, entre otros casos, en la inflamacion cronica
y el shock séptico [Anggard, 1994; Grisham, 1994; Halliwell and Gutteridge, 1999; Moncada,
1993].

Ademas de su funcién en la sefalizacién celular y como vasodilatador, el NO- tiene un
papel importante en la respuesta inmune. Numerosos procesos inflamatorios estan asociados
con una elevada produccion de NO-, llevada a cabo por la iNOS, con subsiguientes efectos
téxicos para la celtla. La iINOS se identificé en un principio en macréfagos, aunque puede ser
expresada también en otros tipos esenciales de células. Una vez ha sido producido NOe, en
grandes cantidades, provocando grandes concentraciones locales, puede actuar como una
molécula citostatica y citotdxica para bacterias, helmintos, hongos y organismos protozoos
ademas de células tumorales. Estudios que han utilizado inhibidores de la INOS 6 ratones
knockout para la INOS han demostrado que el NO+ es un agente sefializador proinflamatorio
para la activacion de la cascada inflamatoria caracterizada por el incremento en la produccion
de, entre otras moléculas, citoquinas [Cuzzocrea y cols., 2000], las cuales son pequefias
moléculas proteicas o glicoproteicas cuya funcion fundamental es intervenir en la transmision

de informacion (sefiales) de una célula a otra. El factor de transcripcion 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. Asi, el NF-kB esta implicado en
la expresién de genes de compuestos oxidantes e inflamatorios como la COX-2 y la iNOS.
Estos compuestos producen a su vez mas radicales libres dando como resultado el
establecimeinto de un “circulo vicioso” que fomentaria ain mas el estrés oxidativo. De sta
manera, los ROS son también producidos en abundancia durante el proceso inflamatorio. La
generacién sincronica de NOs y O2°- favorece la produccion de ONOO- que, como ya se ha

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

Ademas de tener cada vez mas soporte experimental, la teoria mitocondrial y la
inflamatoria se pueden englobar en una teoria inflamatoria mitocondrial, donde los radicales
libres y la induccion de la iINOS mitocondrial participan en el dafio global a la célula. Asimismo,
esta teoria explica muchos de los otros procesos incluidos en otras teorias, ya que el estrés
oxidativo causa dafio a la membrana celular, altera el DNA (nuclear y mitocondrial), dafia

proteinas 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 glandula pineal. Un afio después
describieron también su estructura quimica como N-acetil-5-metoxitriptamina. A esta molécula
se la denomind melatonina por su capacidad para aclarar la piel de anfibios y peces mediante
la concentracibn de melanina en los melanéforos relacionados con cambios de color

fisiologicos, y a que es un derivado metabdlico de la serotonina.

Figura 10. Estructura quimica de la molécula de melatonina
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Se trata de un cristal organico, de color blanco, con un punto de fusion entre 116-

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

2.1.- Metabolismo de la melatonina

2.1.1.- Biosintesis de la melatonina

Aungue la melatonina fue identificada en mamiferos, su produccién no esta restringida
a éstos, ya que también ha sido aislada en vertebrados no mamiferos, invertebrados, plantas,
algas, eucariotas unicelulares y bacterias [Pandi-Perumal y cols., 2006; Hardeland y Poeggeler,
2003; Macias 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 mamiferos, la sintesis de melatonina se descubrié en la glandula pineal [Reiter, 1991a,b;
Erren y cols., 2003].

La biosintesis de melatonina en la glandula pineal comienza con la captacion por parte
del pinealocito del aminoacido esencial L-tript6fano procedente del torrente circulatorio
mediante transporte activo [Sugden, 1979] Este aminoacido se transforma, en primer lugar, en
5-hidroxitriptéfano por accion de la L-triptéfano hidroxilasa. A continuacion, la 5-hidroxitriptofano
descarboxilasa cataliza la reaccion produciendo 5-hidroxitriptamina, también conocida como

serotonina.

El siguiente paso es la acetilacion de la serotonina por la arilalquil N-acetiltransferasa o
NAT, enzima que hasta hace pocos afios 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 desaparecian con la luz [Liu y Borjigin, 2005]. El proceso
finaliza con la metilacion de la N-acetilserotonina por accién de la hidroxindol-O-
metiltransferasa (HIOMT),enzima que en la actualidad se considera limitante del proceso del
proceso de sintesis de la melatonina, ya que la produccion 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 asi la molécula de melatonina [Weissbach y cols., 1960; Axelrod y
Weissbach, 1961; Axelrod, 1974].

Posteriormente se estudié que la actividad bioquimica para la sintesis 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 activacion postsinaptica de
receptores B-adrenérgicos. La luz evita esta activacion adrenérgica de la glandula pineal, con lo
gue se produce la inhibicion de la sintesis de melatonina. Asi, el pinealocito modula ciclos de
luz-oscuridad, haciendo que su actividad metabdlica se ajuste a un periodo de 24 horas. El

ritmo circadiano presenta unos niveles maximos 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-Pelaez y cols.,
1987; Reiter, 1991b, c] y un minimo entre las doce de la mafiana 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 enddgenas sefaladas por la melatonina, los vertebrados

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

Mas adelante, ademas de la sintesis de melatonina de la glandula pineal, se ha
demostrado la presencia de los genes que codifican los enzimas clave de la sintesis de
melatonina (NAT y HIOMT) en gran variedad de tejidos del organismo [Stefulj y cols., 2001],
por lo que cada tejido podria producir la melatonina que necesita en cada momento, sin
depender de la melatonina circulante. Asi, en mamiferos, la melatonina es sintetizada en un
amplio abanico de tejidos como la retina, el cristalino, la glandula harderiana, el cerebro, el
cerebelo, los plexos coroideos, el epitelio respiratorio, la piel, el higado, el rifién, el timo, el
tiroides, el péancreas, los ovarios, los testiculos, el cuerpo carotideo, la placenta y el
endometrio, asi como en células no endocrinas tales como las células NK (natural Killer),
eosindfilas, plaquetas y endoteliales. En ocasiones, como ocurre en la bilis, la mucosa del
intestino y en la médula dsea, la concentracion de melatonina alcanzada supera en dos o tres
6rdenes 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 drganos en los que se ha visto recientemente la existencia de la maquinaria
enzimética para la sintesis de esta molécula han sido higado, bazo y corazén [Sanchez-
Hidalgo y cols., 2009]. En todos los territorios extrapineales, la sintesis de melatonina sigue las
mismas vias metabdlicas que en la pineal. La mayor parte de la melatonina sintetizada por
estos érganos permanece en los mismos, y no se libera al torrente circulatorio, por lo que no
tiene relacion 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 biolédgica no se restringe a modular los ciclos circadianos.

En el interior de la célula la concentracion de melatonina puede variar en cada
orgénulo. Algunos autores afirman que los niveles de esta molécula tanto en el ndcleo como en
la mitocondria pueden ser significativamente mayores que en plasma [Menéndez-Pelaez y
Reiter, 1993b; Acufia- Castroviejo y cols., 2003].
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Figura 11. Sintesis de melatonina a partir de triptéfano en la glandula 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 Unico paso por el higado. Este 6rgano transforma la mayoria 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
extrahepdticas, ya que se han detectado altos niveles de este derivado en rifion como corazén
y cOrtex cerebral [Lahiri y cols., 2004; Ma y cols., 2005]. El 10% restante es transformado a
glucurénido de 6-hidroximelatonina [Karasek, 2006; Arendt, 1995]. Ademas de los procesos
enzimaticos, la 6-hidroximelatonina puede ser generada de manera no enzimatica, con la
interaccion 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 desacetilacion y desaminacién hasta convertirse en acido 5-
metoxiindolacético y 5-metoxitriptofol fundamentalmente en la retina, aunque también en el
higado [Cahill y Besharse, 1989].

Otra via de degradacion tiene lugar en el cerebro, plexo coroideo y pineal. En este
caso, la melatonina se transforma primero en N*-acetil-N*formil-5-metoxikinurenamina (AFMK).
Hasta hace poco se creia que la formacion de este compuesto era Unicamente a través de una
enzima catalitica, la 2,3-dioxigenasa. Tras este paso, se convertia después en N*-acetil-5-
metoxikinurenamina (AMK), siendo ésta una de las vias mas importantes de metabolizacién de

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

Posteriormente se observd que el AFMK es el resultado de la depuracion de H,O, por
parte de la melatonina de manera no enzimatica [Tan y cols., 2000a]. Esta molécula de AFMK
es también un eficiente depurador de HO®. Por lo tanto, no sélo la melatonina, sino también
algunos de sus metabolitos son muy eficaces en la reduccion del dafio 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 dia se toma al AFMK como el metabolito primario de la

melatonina en organismos en condiciones de estrés oxidativo.

Un metabolito mas de la melatonina es la 3-hidroximelatonina ciclica (C3-OHM). Se
forma tras la depuracion de dos HO® [Tan y cols., 2001]. Otro dato que se estudié 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 radiacion ionizante, que genera HO® in vivo. Se considera que

la C3-OHM es un biomarcador de los niveles endégenos de HO® [Tan y cols., 1998].

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

radicales libres. De manera simultanea depura un HO®y un O2°-.
La melatonina también puede transformarse de forma no enzimatica en AMK, al

eliminar en primer lugar un radical hidroxilo (HO®) y a continuacion un radical superoxido (O2°-)

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

Tanto el AMK como el AFMK son formados durante el metabolismo enzimatico de la
melatonina en el cerebro [Hirata y cols., 1974], pero también son productos secundarios
producidos por la melatonina en la eliminacion 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 participacion en la inhibicion de la NOS cerebral [Ledn y cols., 2006].
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Figura 13. Ruta enzimética de degradacion de melatonina
2.2.- Mecanismos de proteccion de la melatonina

La melatonina posee varias caracteristicas por las que participa en varias lineas de
defensa del organismo. En primer lugar, es una molécula de naturaleza anfifilica, lo que le
permite atravesar las membranas celulares con relativa facilidad, alcanzando los
compartimentos subcelulares, como mitocondria o el nudcleo, donde se acumulan a altas
concentraciones [Acufia- Castroviejo y cols., 2002, 2003; Leo6n y cols., 2004; Lopez y cols.,
2009)].

En segundo lugar, la melatonina actda como un potente antioxidante de accién directa

e indirecta:
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Su accion directa se basa en que tanto la melatonina como algunos de sus metabolitos
poseen la capacidad de depurar por si mismos algunas especies reactivas de oxigeno y de
nitrégeno [Acufia-Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols. 2000b, 2001, 2003, 2008b; Lebén y
cols., 2004, 2005]. Es muy eficaz en la eliminacion 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 oxigeno singulete [Cagnoli y cols., 1995]. EI mecanismo por el que neutraliza al
radical HO® consiste en la cesién de un electron por parte de la melatonina al radical,
transformandose ella en el cation indolilo [Hardeland y cols., 1993; Poeggler y cols, 1994]. Este
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 excrecion urinaria no representa la produccion real
de la molécula, ya que no es tan hidrofilica 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 H,0,, la interaccion 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 ¢ 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 ciclica. Ademas de ser el resultado de la eliminacién de dos HO®, es
biomarcador de los niveles end6genos del radical al ser eliminado por la orina, donde se puede
medir experimentalmente la concentracion para tener un indice fiable de estrés oxidativo en el
organismo [Tan y cols., 1998], como antes hemos mencionado. Subsecuentemente, también
se ha detectado este metabolito tras la interaccién 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 catién del acido 2,2-

azino-his (3-etilbeziazolina)-6-sulfonico. [Tan y cols., 2003]

Otro de los compuestos que es neutralizado por la melatonina es el H202. Como
producto resultante de esta interaccion se obtiene el metabolito AFMK [Tan y cols., 20004a],
cuya capacidad antioxidante contra el dafio oxidativo inducido por H20z, y radicales hidroxilo en
DNA vy lipidos 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]. EI 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 Unico

electrén [Hardeland, 2005; Resmeyer y cols., 2003].
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Figura 14. Ruta de reaccién propuesta cuando la melatonina depura 2 radicales HO®

Tanto la 3-hidroximelatonina ciclica como la AFMK, productos de reaccion de la
melatonina con HO® y H202 respectivamente, parecen tener funciones depuradoras de agentes

téxicos [Acufia-Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols., 2003; Ledn y cols., 2004].
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Algunos autores han apuntado que la melatonina también es capaz de depurar O2°-
aunque este hecho no esta totalmente confirmado, particularmente in vivo ya que la reaccién
por la cual la melatonina ejerceria esta accion no es conocida [Acufia-Castroviejo y cols., 2001;
Reiter y cols., 2003; Ledn y cols., 2004]. El radical Oz2°- es menos daifiino que el HO®, aunque
tras acoplarse con el NO" se forma ONOOQ’, el cual posee una toxicidad mucho mayor, incluso
superior a la del HO®, ya que ademas de su inherente toxicidad, a través del acido peroxinitroso
(ONOOH) puede volver a metabolizarse a HO® in vivo. [Marshal y cols., 1996; Zang y cols.,
1993].
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La eficacia de la melatonina en la neutralizacién del oxigeno singlete (*Oz) también ha
sido demostrada [De Almeida y cols., 2003]. El 'Oz es una forma de oxigeno de alta energia
generada normalmente por reacciones de fotosensibilizacién de colorantes y pigmentos
biolégicos. Como en el caso de la depuracion del H20z2, la oxidacion que la melatonina sufre en

la neutralizacion genera el metabolito AFMK.

La melatonina es capaz también de eliminar radicales peréxilo (LOO.). De este modo,
interrumpe la propagacion de la peroxidacion lipidica, aunque este hecho podria deberse mas a
la accion depuradora sobre otras especies reactivas que puedan provocar la peroxidacién
lipidica que a la neutralizacién en si de radicales peroéxilo. Esta comprobado que la melatonina
es altamente eficaz para reducir los niveles de peroxidacion lipidica, tanto basales como

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

La accion indirecta de la melatonina, ademas de su capacidad intrinseca para depurar
radicales libres, se basa en estimular la actividad y expresién de otros sistemas antioxidantes,
estableciendo asi otra forma de reduccién del estrés oxidativo [Kotler y cols., 1998; Antolin y
cols., 2002; Mayo y cols., 2002]. Asi, la melatonina favorece el ciclo del glutation,
incrementando la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) y de la enzima glutation
reductasa (GRd), con lo que regula el balance glutation reducido (GSH)/ glutation oxidado
(GSSG) [Pablos y cols., 1998; Martin y cols., 2000a]. Ademas, la melatonina aumenta la

produccion de GSH por la estimulacién de la y-glutamilcisteina sintasa, enzima limitante de la
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ruta de sintesis 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 superédxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) [Acufia-Castroviejo y
cols., 2001; Reiter y cols., 2003; Ledn y cols., 2004]. Otra capacidad afadida de la melatonina
€s que ejerce una accion 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 genémico en la
regulacion de la expresién de proteinas y la actividad de enzimas antioxidantes [Antolin y cols.,
1996], asi como a la inhibicién de la expresién de enzimas prooxidantes/proinflamatorias como
la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la éxido nitrico sintasa mitocondrial (MtNOS)
[Crespo y cols., 1999; Escames y cols., 2003; Gilad y cols., 1997]. Existen evidencias de la
relacion inversa que existe entre el contenido de melatonina en distintos tejidos y su grado de

dafio oxidativo [Lardone y cols., 2006].

Cada vez existen mas 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, protegera tanto al mtDNA como a las membranas lipidicas y las proteinas

mitocondriales del dafio oxidativo.

2.3.- Melatonina y mitocondria

La mitocondria tiene un papel vital en el envejecimiento ya que la produccién de
energia es relegada a esta organela. Es en este proceso donde se produce gran cantidad de
radicales libres, los cuales infligen un dafio excesivo a la mitocondria que se asocia con el

proceso de envejecimiento.

La intervencidon 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 téxico anién peroxinitrito (ONOO-). Es logica la presencia de un potente
depurador de radicales libres que otorgue una protecciéon contra el dafio oxidativo producido

por estas moléculas.
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Otro punto es que la mitocondria depende del GSH tomado del citoplasma. Asi, 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 sélo
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 [Martin y cols., 2000a].

La melatonina es capaz de aumentar de forma dosis-dependiente la actividad de los
complejos | y IV de la CTE [Martin y cols., 2000b] y de prevenir la reduccién de la misma tras el
dafio ocasionado por algin agente inductor de estrés oxidativo [Martin y cols., 2000b, 2002].
Posteriormente se demostré que la melatonina también aumenta la actividad de los complejos
Iy Ill, mientras que en el caso del complejo V no parece tener un efecto positivo claro sobre su

actividad, aunque si sobre la produccion de ATP (Lépez y cols., (2006); Lépez y cols., (2009)].

Como consecuencia de su accion sobre la cadena de transporte electrénico (CTE), la
melatonina aumenta la produccion de ATP [Martin y cols., 2002] Esta capacidad para regular la
actividad de estos complejos puede no ser debida sélo al poder antioxidante de la melatonina,
ya que teniendo en cuenta su potencial de 6xido-reduccion (0.74V) [Tan y cols., 2000b], la
melatonina podria interactuar con los complejos de la CTE donando y aceptando electrones,
incrementando asi el flujo electrénico, cosa que no sucede con otros antioxidantes [Martin y
cols., 2002].

La melatonina es capaz de atravesar facilmente la membrana mitocondrial (hay datos
que indican la existencia de un sistema de transporte activo) y se acumula a elevadas
concentraciones en dicha organela [Martin y cols., 2000a; Acufia-Castroviejo y cols., 2002,
2003; Ledn y cols., 2004; Lopez y cols., (2009) ], aumentando la estabilidad de su membrana
interna [Garcia y cols., 1999]. Otra accién de la melatonina es la reduccion del consumo de
oxigeno en mitocondrias de higado, ya que puede proteger a la organela del dafio de un
excesivo estrés oxidativo [Reyes-Toso y cols., 2003, Lépez y cols., 2009], asi como reducir el
potencial de membrana y la produccion del anién superéxido, mientras mantiene la actividad
OXPHOS vy la produccién de ATP [Lépez y cols., 2009], ya que mejora la actividad de la CTE
[Acufia 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 respiracion mientras que no afecta al estado 4.

Se ha demostrado que la melatonina protege, tanto in vivo como in vitro, al mtDNA de
su oxidacién producida por los radicales libres que fisiologicamente “escapan” de la CTE y de
la peroxidacion lipidica inducida por cianuro y acido kainico [Yamamoto y Mohanan, 2002,
2003].

29



Miguel Carretero Coca

*

H ’ Melatonina
ADP I
Membrana NADH
Melatonina interna 0,
n\\
Matriz '
Mitocondrial 0,
H,O
Melatoninag ———» 0"
0, K
N,
b
2] A
Melatonina i H \
MnSOD i~ L'u?u;it)n o, . Melatonina
GPx. GRd. GSH Cite : 0 o MnSOD
y H’ I .
q Melatonina cClV ~GPx. GRd. GSH
Oy
Lo
0,
v 4————— Melatonina

H,0

Matriz
Mitocondrial

“a
O,
Melatonina
NADH ADP
0,
ATP
Melatonina

Figura 17. Componentes de la ETC. Los sistemas de defensa antioxidante controlan la produccion de
ROS durante el metabolismo normal. La melatonina actia como antioxidante, pero también puede

interactuar con los complejos

Otros estudios llevados a cabo en este laboratorio también reflejan la proteccién que
ejerce la melatonina a mitocondrias de corazén y diafragma [Rodriguez 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 produccién
de melatonina pineal decae gradualmente con la edad, siendo el pico de secrecién nocturno
cada vez menor hasta que es casi indetectable en plasma a los 20-22 meses en roedores
[Reiter y cols., 1980] vy entre los 60 y 70 afios en humanos [Toitou y cols., 1985]. Asi, en
personas mayores de 75 afios, el ritmo diario de la melatonina es sélo una pequefia fraccion
del observado en individuos de 20-30 afios. La disminucion en la secrecién de melatonina con
el envejecimiento reduce su importante accion antioxidante, y esto puede contribuir al inicio y

desarrollo de una gran variedad de enfermedades relacionadas con la edad [Reiter, 1992].
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Figura 18. Variacion de la secrecion de melatonina con la edad.

Recientemente se ha postulado considerar a la melatonina como una hormona
antienvejecimiento y se ha estudiado la hipétesis de que el envejecimiento podria ser una
consecuencia del fallo pineal. Segun esta hipotesis, el envejecimiento seria un sindrome de
deficiencia relativa de melatonina o del resultado del dafio celular generado por los derivados
del éxido nitrico u otro radical libre sobre los que actuaria la melatonina como antioxidante.
Ademas, se ha evaluado la relevancia de la melatonina producida enddégenamente y su
relacion con el dafio oxidativo en bazo, higado 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 relacion inversa entre la concentracién de melatonina en cada tejido y su dafio
oxidativo. Asi se ve una reduccion del dafio a proteinas 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 | y IV en mitocondrias de higado en ratones SAMP8 muestran una reduccién
durante el envejecimiento. En contraste, en el caso de la medida de la funcién respiratoria en
ratones SAMR1 no conlleva reduccion [Okatani y cols., 2002b, c]. Asimismo, la concentracién
de lipoperoxidacion en homogenado de higado y cerebro de SAMPS8 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 SAMPS8, es significativamente mas baja que en SAMR1. Estos
resultados siguieren que el estrés oxidativo como resultado de la excesiva generacion de
radicales libres combinado con la pérdida de eficiencia de los mecanismos de defensa conlleva
la alteracion de la funcién mitocondrial en ratones SAMP8 [Okatani y cols., 2002b, c]. Ademas
los niveles de malondialdehido son significativamente mas altos en SAMPS8 a los 12 meses de
edad. Aunque el homogenado de higado en SAMP8 muestra baja actividad de SOD que
SAMR1, no es significativo [Okatani y cols., 2002b]. El tratamiento cronico con melatonina (2
mg/ml en el agua de bebida) redujo significativamente el contenido neural y hepético de
TBARS en SAMPS8, y aumenté significativamente la actividad de GPx aunque no afecté a la
actividad de SOD [Okatani y cols., 2002b, c]. La melatonina previene el dafio 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 |1 y IV en
higado 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 ademas la melatonina reduce el estrés oxidativo
en eritrocitos y plasma en SAMPS8, en gran parte debido a una disminucién de los niveles de
GSH y un aumento del GSSG y TBARS con la consecuente induccién 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
neurodegeneracion a la vez que caen los marcadores de estrés oxidativo [Caballero y cols.,
2008]. Otrosi, se ha estudiado la capacidad de la melatonina en un tratamiento crénico 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 glutation, asi
como aumentar el ATP disponible en las mitocondrias [Rodriguez y cols., 2008]. Ademas, se ha
visto que el tratamiento crénico de melatonina reduce la disfuncién en mitocondrias cardiacas
[Rodriguez y cols., 2007b] de la misma manera que se ha descrito anteriormente. Ademas, se

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

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

administracion de melatonina durante el proceso de envejecimiento.
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1.- HIPOTESIS

Los datos de la bibliografia, asi como los resultados experimentales de nuestro
laboratorio, hablan a favor de un papel fundamental de la melatonina en el control de la
homeostasis mitocondrial. Ademas, cuando la mitocondria estd sometida a un dafio
oxidativo/nitrosativo, independientemente de la patologia causante, el efecto de la melatonina
para recuperar su funcion y mantener la produccion de ATP necesaria para las demandas de la
célula es todavia mas 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 inflamacion juegan un
papel fundamental, lo que debe afectar a la funcion mitocondrial. Por otro lado, la produccién
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 hipétesis 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 produccién de ATP requerida por la célula. En esta
situacién, la administracion 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 6rganos vitales para la
vida, como el cerebro y los pulmones, hemos analizado, en ratones SAMP8 de envejecimiento
acelerado frente a ratones SAMR1 normales, parametros de estrés oxidativo y de longevidad
en animales a los que se administr6 melatonina frente a otro grupo de animales a los que se
les administré el vehiculo. Estos grupos de animales se sacrificaron a los 5 y 10 meses de
edad.

Obijetivo general:

Valorar la teoria mitocondrial del envejecimient en cerebro y pulmén de ratones senescentes
SAMPS8 frente a controles SAMRL, y si la administracién cronica de melatonina previene, en su
caso, la disfuncién mitocondrial.

Obijetivos especificos:

1°. Valorar el dafio oxidativo mitocondrial mediante la determinacién de la peroxidacién lipidica
(LPO), la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) y reductasa (GRd), asi como el cociente

GSH/GSSG.

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

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

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

de nitritos y nitratos.

4°. Evaluar las difrencias entre los ratones SAMP8 y SAMR1 en los parametros anteriores, asi

como entre ratones machos y hembras.

5°. Valorar si el tratamiento crénico 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, Japén, a través de Harlam (Barcelona, Espafia). Los animales fueron
mantenidos en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada, en
condiciones estériles, bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12-12 horas, en el cual la luz se
encendia a las 07 h, a una temperatura de 22 + 1° C, y con una humedad del 40+ 5%,
controlados bajo la supervisién del veterinario, y con agua y comida (dieta estandar de

laboratorio) ad libitum.

Una vez las crias fueron separadas de sus madres a la edad de un mes, comenzé el
tratamiento con aMT o vehiculo, y los animales se sacrificaron a los 5y 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 vehiculo de 5 meses de
edad SAMR1,;

b) Grupo P5v, en el cual se sitla a los animales tratados con vehiculo de 5 meses de
edad SAMPS;

¢) Grupo R10v, animales SAMR1 de 10 meses de edad tratados con vehiculo;

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

e) Grupo R10m, en el cual estan 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 minimo 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
concentracion de etanol en la solucién 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 dislocacion cervical y el cerebro se aislé rapidamente.
Todos los procedimientos se llevaron a cabo entre 0 y 4° C. El cerebro fue troceado, lavado con
tampon A (sacarosa 0.32 M, EDTAK, 1 mM, TRIS 10 mM, pH 7.4) y homogenizado (1/10 p/v)
en tampo6n a 500 rpm con un homogenizador de Teflon. EI homogenado se centrifugdé a 1.320 g
durante 3 min a 4° C dos veces. El sobrenadante se centrifugdé a 21.200 g durante 10 min. El
pellet de mitocondrias se resuspendié en 1 ml de una solucién de Percoll en tampén A al 15%,
y se afadi6 a tubos de ultracentrifuga que contenian 1ml de solucién de Percoll al 23% y 1 ml
de solucion de Percoll al 40%, formandose un gradiente de 3 fases debido a la distinta
densidad. Se centrifugd a 63000g durante 10 min y la fraccién 23/40 correspondiente a la las
mitocondrias puras se recogi6, se lavé dos veces con tampon A a 16.700 y 7.200 g
respectivamente para eliminar el Percoll, y se congel6 a —80° C. El contenido de proteinas
mitocondriales se determind en una alicuota del homogenizado de mitocondria [Lowry y cols.,
1951].

PULMON:

Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y los pulmones se aislaron
rdpidamente. Todos los procedimientos se llevaron a cabo entre 0 y 4°C. Brevemente, los
pulmones se lavaron con tampén A (0,32M sacarosa, 1 mM EDTA K*, 10mM Tris-HCI, pH 7.4,
a 4°C), y fueron homogenizados (1/10, p/v) en tampén A a 800 rpm con un homogenizador de
Teflén. El homogenado se centrifugdé a 1300g durante 3 min a 4°C. El pellet de mitocondrias fue
resuspendido en 5 ml de tampén A, y centrifugado de nuevo a 1300g durante 3 min a 4°C. Los
sobrenadantes se mezclaron y centrifugaron a 21200g durante 10 min a 4°C. Posteriormente,
los pellets de mitocondrias se congelaron a -80°C. El contenido de proteinas se determiné en

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

3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

Los resultados obtenidos en este trabajo estan referidos a concentracion de proteinas
de la muestra analizada. Para calcular esta concentracién de proteinas 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. Reaccion de Biuret. Es especifica de los grupos amino de los enlaces peptidicos e
implica la formacion de un complejo coordinado coloreado de estos grupos con el
cobre en medio alcalino. La mision del pH basico es facilitar el desplegamiento de
las proteinas globulares en medio acuoso, y por tanto, actia como un agente
desnaturalizante para que los iones de cobre puedan alcanzar los grupos amino de
los enlaces peptidicos.

2. Reduccion del reactivo de fenol: esta reaccion es especifica de grupos reductores
como el fenol. La reduccion del reactivo de fenol se produce por el efecto de
determinados radicales aromaticos de los aminoacidos y de los complejos de
Biuret. Este reactivo actia como indicador redox, ya que al reducirse adquiere un
color azul. La intensidad de color dependera de la cantidad de proteinas 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 patron se utiliza albdmina sérica bovina disuelta en tris 20mM
como estandar, con concentraciones comprendidas entre 0,05 -0,8 mg/ml. El primer paso es
poner 50 ul de blanco, patrones o muestras en los pocillos. Seguidamente se adicionan 200l
del reactivo de Lowry (carbonato disédico al 2% en NaOH 0,1M, tartrato de sodio-potasio al 1%
y sulfato cuprico al 0,5% e una proporcion 98:1:1). Se agita (agitador de placas: 1296-001
DelphiaPlateshake) y se deja reposar durante 10 minutos. A continuacion, se afiaden 50 pl 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 espectrofétometro de placa (Bio-Tek power-Wave,

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

4. DETERMINACION DE LIPOPEROXIDACION (LPO)

Para la medida de LPO, las mitocondrias se resuspendieron en 250 ul de tampén
20mM Tris—HCI enfriado con hielo, y se sonicaron para la rotura de las membranas
mitocondriales. Se guardaron alicuotas de estas muestras a —80° C para la determinacion de
proteinas totales [Lowry y cols., 1951] o se usaron para la medida de peroxidacion lipidica.
Para este propésito, se usé un kit comercial (Bioxytech LPO-568 assay kit, OxisResearch,
Pértland, OR, USA) de ensayo capaz de determinar malondialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenal
(4HDA) [Esterbauer y Cheeseman, 1990]. La concentracién de LPO se expresé en nmol/mg de

proteina.
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5. DETERMINACION DE NITRITOS (NOy)

Para la medida de NO, las mitocondrias se resuspendieron en 250 pl de agua
destilada, y se sonicaron parea la rotura de las membranas mitocondriales. Se guardaron
alicuotas de estas muestras de nuevo a —80° C para la determinacidon de proteinas totales
[Lowry y cols., 1951] o se usaron para la medida de NO, [Green y cols., 1981]. A 100 ul de la
muestra se afiaden 100 pl 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 H3;PO, concentrado]. Se
incubé durante 20 minutos y se leyd espectrofotométricamente (Shimadzu Deutschland GMBH,

Duisburg, Germany) a 550 nm. La concentraciéon de NO, se expresé en nmol/mg de proteina.

6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GPX Y GRd

Para esta determinacién se siguié la metodologia propuesta por Jaskot [Jaskot y cols.,
1983]. La fraccidon mitocondrial se resuspendié en 200 ul de tampdn A (fosfato potasico 50 mM
y EDTA-K, 1 mM, pH 7.4) y se sonic@. Para medir la actividad GPx, se afiadié 10 uL de cada
muestra a 240 ul de la solucién de trabajo que contiene tampén A mas azida sédica (4mM),
Glutation reducido (GSH, 4mM), NADPH (0.2 mM) y 0.5 U/ml de GRd. Tras una incubacion de
4 minutos a 37°C, la reaccién comenz6 al adicionar 10 ul de hidroperoxido de cumeno (0.3%), y
la actividad de la GPx se determiné siguiendo la oxidacion de NADPH durante 3 minutos a 340
nm en un espectrofotbmetro UV (Shimadzu Deutschland GMBH, Duisburg, Germany). La
actividad GRd se midi6 en muestras de 35 uL afiadidas a 465 pL de una solucién de trabajo
que contiene tampon A mas glutation oxidado (GSSG, 2mM). Tras una incubacién de 4
minutos a 37° C, la reaccién comenzo6 al afiadir 8.5 pL de una solucién de NADPH (9.5 mM), y
la actividad fue medida siguiendo la oxidacion de NADPH durante 3 minutos a 340 nm
(espectrofotdmetro Shimadzu UV-1630). Se midieron las proteinas totales [Lowry y cols., 1951].
La actividad de las enzimas GPx y GRd se expresa en nmol/ min mg proteina. En ambos

casos, la oxidacién no enzimatica de NADPH se sustrajo del resultado total.

7. DETERMINACION 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 alicuota de la muestra se guardé

para la determinacion de proteinas [Lowry y cols., 1951].Los pellets mitocondriales se
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desproteinizaron con &cido trifluoroacético (TCA) al 10% y fueron centrifugados a 20.000 g
durante 15 minutos. Para la medida de GSH, se incubaron 10 pl del sobrenadante con 10 pl de
una solucién etandlica de ophtaldehido (OPT) (1mg/ml) y 180 pl de tampodn fosfato (fosfato
sédico 100 mM, EDTA-Na, 2.5 mM, a pH 8.0) durante 15 minutos a temperatura ambiente. La
fluorescencia de las muestras se midié a 340 nm de excitacion y 420 nm de emisién en un
espectrofluorimetro lector de placas (Bio-Tek Instruments, Inc, Winooski, USA). Para la medida
de GSSG, se preincubaron 30 ul de alicuotas del sobrenadante con 12 ul de una solucién de
etilmaleimida (5mg/ mL en agua desionizada) durante 40 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad, y luego se alcalinizd6 con NaOH 0.15 N. Se incubaron alicuotas de 45 pl con 10 pl
de la solucion de OPT y 145 ul de NaOH 0.15 N a temperatura ambiente y se midio la
fluorescencia. Las concentraciones de GSH y GSSG se calcularon de acuerdo con las rectas

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

8. DETERMINACION DE LA BIOENERGETICA MITOCONDRIAL

Los pellets de mitocondrias fueron descongelados, suspendidos en 350 ul del medio de
incubacion correspondiente al complejo que iba a ser medido, e inmediatamente sonicado para
preparar las subparticulas mitocondriales. La concentracion de proteina mitocondrial se
determina usando BSA como standard [Lowry y cols., 1951]. Para determinar la actividad del
complejo 1, las fracciones submitocondriales (0.6 mg/ml) se resuspendieron en 350 ul de medio
de reaccion que contiene 250mM de sacarosa y 50mM de fosfato potasico, a pH 7.4, A
continuaciéon se sonicaron para romper la membrana mitocondrial. Se midié la cantidad de
proteinas de la muestra.[14DEA]. A una alicuota de la misma se adicion6 antimicina a una
concentracion final de 10 ug /ml y decilubiquinona (DB) a una concentracion final de 50 uM. Se
tap6 con papel de aluminio y se incub6 3 min a temperatura ambiente en un agitador orbital.
Tras la incubacién se adiciona KCN 1mM, y la reaccién comienza por la adicion de 40 ul de
NADH (100 uM). La actividad del complejo | (NADH CoQ oxidorreductasa, expresada como
nmol oxidado NADH/ min/mg prot) fue medida siguiendo la tasa de oxidacién del NADH a
340nm en un espectrofotometro UV1603 Shimadzu (IZASA, Sevilla, Espafia) [Barrientos.,
2002].

Para la medida de actividad del complejo Il (succinato: DCIP oxireductasa, expresada
en nmoles DCIP reducidos/ min/mg prot), las particulas submitocondriales (0.03 mg/ml), fueron

suspendidas en 350 pl de tampoén fosfato (0.1 M, pH 7.4), y sonicadas. Se midié la cantidad
de proteinas, y a una alicuota de la muestra se adiciona 40 ul de succinato 0.5M y se incuba a
30° C durante 10 minutos. Posteriormente, se adiciona 5ul de antimicina A 0.8 uM, 5ul de
rotenona 50 pM, 10ul de KCN 2 pM y 10 pl de DCIP 50 puM, a pH 7.4. La reaccion se inici6 al

agregar 5ul de decilubiguinona 50 pM. La actividad del complejo Il fue medida en un 1ml de
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medio de reaccion siguiendo la tasa de reduccion del 2, 6- DCIP a 600nm con 520nm como

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

La actividad del complejo Il (ubiquinol: citocromo c reductasa, expresada en nmoles de
citocromo ¢ reducido/min/mg prot) fue medido tras suspender las particulas submitocondriales
(0.03 mg/ml) en 350 pl de tampodn fosfato (PO4KH, 35 mM, pH 7.5) y ser sonicadas. Se midi6 la
cantidad de proteina y a una alicuota de la muestra se llevé a 1ml de medio que contenia 35
mM de fosfato potasico, 5 mM de MgClI2, 2.5 mg/ml de BSA, 1.8 mM de KCN y 50 mM de
rotenona, a pH 7.4. Se incubdé a 30° C durante 30 segundos. Se agregé 40,5 ul de
decilubiquinona 2mM previamente reducida con borohidruro sédico, y la reaccibn comenzo
con la adicién 12,5 ul de citocromo ¢ 125 uM. La actividad del complejo Ill fue medida siguiendo
la tasa de reduccién del citocromo ¢ 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 ¢ oxidado/min/mg prot) fue medida tras suspender las particulas submitocondriales
(0.1 mg prot/ml) en 350 ul de tampon fosfato (PO4KH, 50 Mm, pH 6.8) y ser sonicadas.

Se midié la cantidad de proteina y una alicuota se llevé a 1 ml de medio. La reaccién se
inicié adicionando citocromo ¢ reducido previamente con ditionito de sodio 10 mM para tener

una concentracion final de 75 uM 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 metodologia propuesta por Brusque [Brusque y cols., 2002] y Barrientos
[Barrientos y cols., 2002] modificado por Escames [Escames y cols.,, 2005], en un

espectrofotometro Shimadzu UV-1630. La actividad se expresa en nmol/min mg de proteina.

9. DETERMINACION DEL CONTENIDO MITOCONDRIAL DE
NUCLEOTIDOS DE ADENINA

Los nucledtidos de adenina fueron determinados mediante HPLC con una columna
ProPac PA1 (4 x 250mm: Dionex) y un gradiente binario de 0.3M de carbonato amaénico y agua
[Kraus y cols., 1997]. Las mitocondrias purificadas fueron rapidamente suspendidas en 0.5M
de &cido perclorico enfriado con hielo, mezclado durante 120 s en vértex (para romper las
membranas mitocondriales) y centrifugado a 25,000g durante 15 min a 2°C para sedimentar las
proteinas. Los pellets se congelaron a -80°C para determinar posteriormente la concentracion
de proteina [Lowry y cols., 1951]. El sobrenadante se adicioné a 8 ul de carbonato potasico 5M
para neutralizar el 4cido y fue centrifugado a 12,000g durante 10 min a 2°C. El sobrenadante
resultante fue usado para la medida de nucle6tidos de adenina en el HPLC. Tras estabilizar la
columna con la fase movil, se inyectaron 20 pl de cada muestra en el sistema de HPLC. La

fase movil se compone de agua (fase A) y carbonato aménico 0.3M con pH 8.9 (fase B). Se
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utilizé 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 calibracion se us6 agua como blanco. Para cada nucledtido (AMP, ADP y ATP) fue
construida una recta estandar con una concentracion de 3.125, 6.250, 12.5 y 25 ug/ml. La
absorbancia de las muestras se midié con un detector UV a una longitud de de onda de 254
nm. La concentracion de cada nucleétido fue calculada basandose en el area de pico de cada

uno de los nucleotidos.

10. ESTADISTICA

Los datos se expresan como la media £+ SEM de al menos seis animales analizados por
duplicado. Se us6 un ANOVA seguido por un test de Bonferrini para comparar las medias entre

los grupos. Se consider6 un valor de p inferior a 0.05 estadisticamente significativo.

Los simbolos 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

"n<0.05;""p<0.01;*""p < 0.001; 10v Vs 10m

9 <0.05;* % <0.01;***p<0.001; R1 Vs P8
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LPO (nmol NMD + 4HDA / mg prot.)

Resultados

1. CEREBRO

1.1 Efectos sobre la peroxidacion lipidica 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 elevé 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 SAMPS8. 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 reduccion de los mismos, aunque no

significativa.
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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 suministré bien
vehiculo, (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 0 9 meses mas tarde (a la edad de 5 6 10 meses, respectivamente). Los resultados estan expresados
como la media de seis experimentos + SEM, medidos por duplicado. R5v y R10v, son ratones SAMR1 tratados con
vehiculo y sacrificados a la edad de 5y 10 meses; P5v y P10v, se corresponde con animales SAMPS8 tratados con
vehiculo y sacrificados a la edad de 5 y 10 meses ; R10m y P10m, tanto SAMR1 como SAMPS8, son animales tratados
con aMT vy 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 SAMPS8
incremento significativamente (p<0.001) su valor en comparacion con el grupo
SAMR1. Dentro de los SAMR1, el tratamiento con aMT contrarresto
significativamente (p<0.01) este efecto. Con respecto a los SAMPS8, 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 vehiculo
mostraron niveles de nitritos mas 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 sélo contrarresto

en parte, aunque significativa, el aumento de los niveles de nitritos.
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Figura 21. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre los niveles de nitritos (NO,) en mitocondrias
cerebrales de ratones SAMR1 y SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la
figura 20 para mas informacion. Los resultados estan 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)
esta reducida en los animales envejecidos tanto del grupo SAMR1 (p< 0.001)
como del SAMPS8 (p<0.001). En los grupos tratados con vehiculo, 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 vehiculo obtuvieron una reduccién significativa (p<0.001 en caso
de SAMRL1 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
SAMPS8 esta actividad se increment6 por encima de los niveles medidos para

el grupo de 5 meses (p<0.001).

Hembras

175

140

105

GPx (nmol/min. mg prot.)

70

35

###

#R#

*
*
*

IR

R5v R10v R10m P5v P10v P10m
SAMR1 SAMPS

GPx (nmol/min. mg prot.)

175

140

105

70

35

Machos

##E#

#H#H#

R5v R10v R10m
SAMRA1

P5v P10v P10m
SAMP8

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 SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la

figura 20 para mas informacion. Los resultados estan 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;

P10v; *p < 0.05 comparado con el mismo grupo de ratones SAMRL.

###

p < 0.001 comparado con R10v o
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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 comparacion con las SAMRL1. El grupo envejecido SAMR1 tratado con
vehiculo 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 vehiculo 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.
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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 SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la
figura 20 para mas informacion. Los resultados estan expresados como la media de seis experimentos + SEM, medidos

#H##

por duplicado. **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; **#p < 0.001 comparado con R10v o P10v; **p <

0.01y ***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 SAMPS, 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.
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Figura 24. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la ratio GSH:GSSG en mitocondrias cerebrales
de ratones SAMR1 y SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la figura 20 para
mas informacién. Los resultados estan expresados como la media de seis experimentos + SEM, medidos por
duplicado. **p < 0.01 y **p < 0.001 comparados con R5v 0 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 SAMRL.
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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 | (figura 25, arriba izquierda) disminuy6
en los grupos envejecidos tratados con vehiculo, tanto en machos como
hembras, y en ambos grupos SAMR1 y SAMPS8. El tratamiento con aMT
contrarresté este efecto significativamente (p<0.001) en todos los casos.

Complejo IlI: La actividad del complejo Il (figura 25, arriba derecha) en las
hembras mostré que los grupos envejecidos tratados con vehiculo 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 Il en el grupo SAMR1,
mientras que disminuy6 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 lll: En el caso del complejo Il (figura 25, abajo izquierda) en cuanto
a las hembras, el grupo R10v de la cepa SAMR1 mostr6 una significativa
(p<0.01) reduccion de la actividad, aunque en el caso de las SAMPS8 no lo fue.
En los grupos a los que se les administr6 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 SAMPS8. Los machos se comportaron de manera
distinta. La edad no varid la actividad del complejo Il ni en los SAMRL1 ni en
los SAMPS8. El grupo R10m SAMRL1 registré una actividad menor que el grupo
tratado con vehiculo y que el grupo de 5 meses de edad. El grupo P10m
SAMPS8 restauré 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
vehiculo experimentd una disminuciébn no significativa. La actividad fue
restablecida tras el tratamiento con aMT (p<0.001). El grupo P10m mostré 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 cambid la actividad del
complejo IV en ninguno de los grupos, aungque se observé 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 acompafiado por una pérdida de contenido
mitocondrial cerebral de ATP (figura 26) tanto en hembras como en machos,
en ambos grupos SAMR1 y SAMPS8. En el caso de las hembras, R10m
contrarresté de manera significativa (p<0.001) la disminuciéon de ATP. En el
caso de los SAMP8, el grupo P5v tuvo menores niveles de ATP que R5v, pero
el tratamiento con aMT elevé los valores incluso por encima de los mostrados
por los SAMRL1. En cuanto a los machos, la melatonina no cambié 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 si 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 vehiculo, 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 SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase
leyenda de la figura 20 para mas informacion. Los resultados estan 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< 0.05y ***p < 0.001
comparados con R10v o P10v, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMRL.

62



Resultados

Hembras Machos
3.50 3.50
*EkK
#HE#
2.80 2.80
8 5
5 2.10 11t & 210
o =2 i
~§. -g ###
(=] (=] *hk
= =
~— kK
o & .
1.40
E 1.40 < —
0.70 070 - —
0.00 0.00 —
R5v R10v R10m  P5v P10v P10m R5v R10v R10m P5v P10vP10m
SAMR1 SAMP8 SAMR1 SAMP8

Figura 26. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre el contenido de ATP de mitocondrias cerebrales
de ratones SAMR1 y SAMPS, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la figura 20 para
mas informacién. Los resultados estan expresados como la media de seis experimentos + SEM, medidos por

duplicado. *p < 0.05y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5v; **#p < 0.001 comparado con R10v o P10v, *p < 0.05 y

115 < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMRL.

1.8 Efectos sobre laratio ATP/ADP durante el envejecimiento:

Con respecto a las hembras (figura 27) la ratio ATP/ADP disminuy6 de
manera no significativa en ambas cepas, SAMR1 y SAMP8. El tratamiento con
aMT restablecié 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 experimento
un incremento no significativo. En la cepa SAMPS8, si se observé una marcada
disminuciéon de la ratio (p<0.001). También se apreci6 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 SAMPS, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la figura 20 para mas
informacion. Los resultados estan 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<0.05y **¥p <

0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMRL1.

Estos resultados han sido objeto de la siguiente publicacién (pagina 76):

Carretero M, Escames G, Lopez LC, Venegas C, Dayoub JC, Garcia L, Acufia-Castroviejo D.
(2009) Long-term melatonin administration protects brain mitochondria from aging. J. Pineal
Res. 47:192-200.
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2. PULMON

2.1 Efectos sobre la peroxidacion lipidica 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 vehiculo tuvieron
un significativo aumento (p<0.05 en las SAMRL1 y p<0.01 en las SAMPS8) en
LPO en comparacion a los grupos de 5 meses de edad. Los grupos a los que
se les administrd6 aMT redujeron sus valores de LPO, siendo esta caida muy
pronunciada (p< 0.001) en las SAMRL1. En el caso de los machos, se observo
un aumento de LPO no significativo en el grupo R10v, mientras que en el caso
de R10m, si experimentd una caida en los niveles de LPO si lo comparamos
con el grupo tratado con vehiculo. En los ratones SAMP8 se encontraron
diferencias notables. Se observd un incremento de LPO (p<0.001) en el grupo
P10v en comparacion al grupo P5v. A su vez, estos valores fueron
significativamente (p<0.001) mas elevados que su control R10v. Ademas, el
grupo P10m, experimenté una importante (p<0.001) reduccién 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 experimenté un aumento significativo (p<0.01) en comparacion el
grupo R5v. A su vez, en el grupo R10m se observo una disminucion en los
valores de nitritos (p<0.001) si lo comparamos con el grupo tratado con
vehiculo. En el caso de los SAMPS8 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 mostr6 un incremento en los niveles de nitritos (p<0.01) en
comparacion con el grupo R5v. En el grupo tratado con aMT se puede ver una
disminucion de los valores de nitritos, aunque no es estadisticamente
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, aungue en
este caso el grupo tratado con aMT si obtiene una disminucion 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 pulmén de
ratones SAMR1 y SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). A los animales se les suministré bien
vehiculo, (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 0 9 meses mas tarde (a la edad de 5 6 10 meses, respectivamente). Los resultados estan expresados
como la media de seis experimentos + SEM, medidos por duplicado. R5v y R10v, son ratones SAMRL1 tratados con
vehiculo y sacrificados a la edad de 5 y 10 meses; P5v y P10v, se corresponde con animales SAMPS8 tratados con

vehiculo y sacrificados a la edad de 5y 10 meses ; R10m y P10m, tanto SAMR1 como SAMPS8, 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<
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0.01 comparado con R10v o P10v y p < 0.001 comparado con el mismo grupo de ratones SAMRL.

2.3 Efectos sobre la actividad de la enzima GPx durante el

envejecimiento:

La actividad de la enzima GPx aparece en la grafica 30. En el caso de
las hembras, el grupo R10v tuvo una actividad enzimatica menor (p<0.001). La
melatonina la restablecio parcialmente (p<0.001). De manera similar acontece
con los SAMP8. El grupo envejecido tratado con vehiculo experimentd una
menor actividad que el grupo de 5 meses de edad (p<0.001). La melatonina
consiguié un aumento parcial de la actividad de la GPx. Con respecto a los
machos, el grupo R5v mostr6é una actividad mayor que las hembras. El grupo

R10v sufrié una pronunciada caida en la actividad de la enzima (p<0.001). La
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melatonina, sin embargo, elevd 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 observé una

disminucion de la actividad similar a la mostrada por los SAMR1, pero en este

caso la recuperacion de la misma, aun siendo significativa, no alcanz6 a la

actividad del grupo de 5 meses de edad. Se observé que todos los grupos

machos SAMR1 tuvieron una actividad mayor que los mismos grupos en el

caso de las hembras.
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Figura 29. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre los niveles de nitritos (NO,) en mitocondrias

pulmonares de ratones SAMR1 y SAMP8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la

figura 28 para mas informacion. Los resultados estan expresados como la media de seis experimentos + SEM, medidos

por duplicado.. **p<0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v o P5y; *p<0.51 y *p < 0.01 comparados con R10v o

P10v;**p <0.01y ***p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMRL.
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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)
esta 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 vehiculo fue menor que la del grupo de 5 meses. La
melatonina elevd 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 SAMPS8 e incluso las SAMR1. En el caso de los machos, R10v mostrd
una actividad muy disminuida (p<0.001), comparado con los R5v. La actividad
es parcialmente recuperada por la administracion de melatonina (p<0.01). El
grupo P5v mostré una caida pronunciada en la actividad enzimatica. Esta
actividad es restablecida (p<0.001) por la aMT, superando incluso los valores

del grupo de 5 meses de edad.
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Figura 30. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la actividad de la enzima GPx en mitocondrias
de pulmén de ratones SAMR1 y SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la
figura 28 para mas informacion. Los resultados estan 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

R5v R10v R10m
SAMR1
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0 P10v; ¥**p < 0.001 comparado con el mismo grupo de ratones SAMRL.
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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
disminucion fue mas significativa en las SAMR1 (p<0.001) que en las SAMP8
(p<0.01). En las primeras, la melatonina restableci6 parcialmente la ratio
(p<0.001), mientras que en las dltimas, se observo 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 disminucién de la ratio fue
mayor en los SAMPS8 (p<0.001) que en los SAMRL1 (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.
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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 SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la
figura 28 para mas informacion. Los resultados estan 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 SAMRL.
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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 | (figura 33, arriba a la izquierda) en las
hembras se mostré disminuida en los grupos envejecidos tratados con
vehiculo, 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 reduccion de actividad en los grupos envejecidos fue significativa
(p<0.001), y la melatonina elevé los valores de actividad, de manera soélo
parcial en los SAMRL1, y siendo mas efectiva en los SAMP8, donde el complejo

| alcanz6 niveles de actividad similares a los ratones de 5 meses de edad.
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Figura 32. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la ratio GSH:GSSG en mitocondrias pulmonares
de ratones SAMR1 y SAMPS, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la figura 28 para
mas informacion. Los resultados estan expresados como la media de seis experimentos + SEM, medidos por

#H#t#

duplicado. *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v 0 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 Il (figura 33, arriba a la derecha) en las
hembras mostré que la edad no redujo su comportamiento en los SAMRL1,
aunque si se observé 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 observé una disminucion en el grupo envejecido
(p<0.01). El tratamiento con aMT increment6 los niveles de actividad del
complejo Il, superando los valores del grupo de 5 meses de edad. En el caso
de los machos, los SAMR1 mostraron una leve caida en la actividad del
complejo Il. El tratamiento con aMT no cambié esta situaciéon. En los ratones
SAMPS8 se observo una reduccién en la actividad del complejo del grupo P5v
en comparacién con el grupo R5v. En este caso, el grupo P10v evidencié una
pronunciada caida en la actividad del complejo (p<0.001). La melatonina
contrarrestd el descenso, restaurando valores similares a los obtenidos por el

grupo de 5 meses de edad.

Complejo lll: En el caso del complejo lll, (figura 33, abajo a la izquierda) las
hembras envejecidas tratadas con vehiculo tuvieron una menor actividad
(p<0.01) que los grupos de 5 meses de edad. La melatonina no consigui6 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 observé un descenso en la
actividad no significativa en el grupo R10v. La melatonina no restaurd la
actividad del complejo en esta subcepa. Los SAMP8, sin embargo, si
mostraron un marcado descenso en el grupo P10v (p<0.001). El tratamiento

con aMT lo contrarrest6 de manera significativa (p<0.001).

Complejo IV: La actividad de este complejo (figura 33, abajo a la derecha)
disminuyd en los grupos envejecidos tratados con vehiculo, 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 SAMPS8 la

actividad restaurada tampoco fue tan elevada como ocurrié en los SAMRL1.
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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 pulmoén de ratones SAMR1 y SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase
leyenda de la figura 28 para mas informacion. Los resultados estan 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< 0.05y ***p < 0.001

comparados con R10v o P10v, **p < 0.01y ***p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMRL.
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2.7 Efectos sobre el contenido de ATP durante el envejecimiento:

El envejecimiento estuvo acompafiado por una pérdida de contenido
mitocondrial de ATP (figura 34) en las hembras SAMR1 (p<0.001). El
tratamiento con aMT contrarrestd esa situacion de manera significativa
(p<0.001). En el caso de las SAMPS8, los grupos de 5 meses de edad
(p<0.001) y el envejecido tratado con vehiculo (p<0.05) tuvieron menores
niveles de ATP que sus respectivos controles SAMR1. A su vez, este Ultimo
mostrd una disminucién del contenido de ATP en comparacién con el primero.
El tratamiento con aMT elevo 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 mostré un menor contenido de ATP (p<0.01) que el
grupo R5v. La melatonina no cambié de manera significativa los valores de
ATP en esta subcepa de ratones. En el caso de los SAMPS8, 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 existi6 apenas diferencia entre ambos grupos
con respecto del uno al otro. Por el contrario, el grupo P10m si vio
incrementado su contenido de ATP de manera significativa (p<0.001).
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Figura 34. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre el contenido de ATP de mitocondrias cerebrales

de ratones SAMR1 y SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la figura 28 para

mas informacién. Los resultados estan expresados como la media de seis experimentos + SEM, medidos por
duplicado. **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparados con R5v 0 P5v; *#*p < 0.001 comparados con R10v o P10v, *p < 0.05,

1 < 0.01y * **p < 0.001 comparados con el mismo grupo de ratones SAMRL.
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2.8 Efectos sobre laratio ATP/ADP durante el envejecimiento:

En lo referente a las hembras, la ratio ATP/ADP (figura 35) decrecié de manera
significativa (p<0.001) en los grupos envejecidos tratados con vehiculo de ambas
subcepas. Igualmente, el tratamiento con aMT restauré 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. Sdlo el grupo P5v mostré una significativa (p<0.01) ratio inferior a la de
su control R5v. En el caso de los machos, ambos grupos envejecidos tratados con
vehiculo 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 aumento la ratio ATP/ADP en ambas subcepas, siendo significativo en los
SAMRL1 (p<0.01), aunque no ocurre asi en los SAMPS8.
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Figura 35. Efectos de la edad y del tratamiento con melatonina sobre la ratio ATP/ADP en mitocondrias cerebrales de
ratones SAMR1 y SAMPS8, tanto hembras (izquierda) como machos (derecha). Véase leyenda de la figura 28 para mas
informacién. Los resultados estan expresados como la media de seis experimentos + SEM, medidos por duplicado. **p
< 0.01y ***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 SAMRL1.
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Estos resultados han sido objeto de la siguiente publicacion:

Carretero M, Lopez LC, del Pino-Zumaquero A, Doerreir C, Garcia-Corzo L, Tresguerres JA,
Acufia-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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Long-term melatonin administration protects brain mitochondria

from aging

consequences in the pathophysiology of brain aging.

Introduction

Aging is a multifactorial process that includes progressive
cellular loss, endocrine and metabolic deficits, decreasing
defense mechanisms and functional losses that increase
the risk of death. Currently, the most tested theory that
tries to explain aging is the free radical theory proposed
by Harman [l1]. A majority of the free radicals are
produced in the mitochondria [2] because the aerobic
respiration, so the hypothesis was refined and recently
updated suggesting that mitochondria are the major
target of free radical attack that leads to aging [3]. Free
radical generation may increase as a consequence of
normal and pathobiological aging. Additionally, anti-
oxidative defenses may diminish in effectiveness during
aging [4-6]. The result is an increase in free radicals in
the intracellular environment that may accelerate cell
damage; radicals attack DNA, proteins and lipids and
oxidative damage accumulates over time [7, 8]. This
destruction causes DNA alterations, the accumulation of
protein oxidation and lipid peroxidation products [9-12],
that lead to the pathophysiological changes associated
with aging.

The senescence-accelerated mouse (SAM) was developed
by Takeda et al. [13] as a murine model of accelerated
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Abstract: We tested whether chronic melatonin administration in the
drinking water would reduce the brain mitochondrial impairment that
accompanies aging. Brain mitochondria from male and female senescent
prone (SAMP8) mice at 5 and 10 months of age were studied. Mitochondrial
oxidative stress was determined by measuring the levels of lipid peroxidation
and nitrite, glutathione/glutathione disulfide ratio, and glutathione
peroxidase and glutathione reductase activities. Electron transport chain
activity and oxidative phosphorylation capability of mitochondria were also
determined by measuring the activity of the respiratory chain complexes and
the ATP content. The results support a significant age-dependent
mitochondrial dysfunction with a diminished efficiency of the electron
transport chain and reduced ATP production, accompanied by an increased
oxidative/nitrosative stress. Melatonin administration between 1 and 10
months of age completely prevented the mitochondrial impairment,
maintaining or even increasing ATP production. There were no major age-
dependent differences between males in females, although female mice
seemed to be somewhat more sensitive to melatonin treatment than males.
Thus, melatonin administration as a single therapy maintained fully
functioning brain mitochondria during aging, a finding with important
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aging. SAM includes two strains, one prone to accelerated
senescence (SAMP) and one resistant to accelerated senes-
cence (SAMR). SAMPS, a substrain of SAMP, shows
among other features, decreased learning ability, memory
loss, loss of activity and early death as characteristics of
accelerated aging. In the brain, SAMP8 mice have an
increase in lipid peroxidation and superoxide dismutase
(SOD) activity with age [14, 15]. One possible mechanism
promoting accelerated aging in SAMPS is the higher
hyperoxidative status found in this strain compared with
SAMRI [16], which is used as a control for SAMPS.
Brain tissue is very vulnerable to free radical damage
because of its high oxygen utilization (20% of the total
oxygen inspired), high concentrations of polyunsaturated
fatty acids [17] and transition metals such as iron, which is
involved in the generation of the hydroxyl radical [18], and
low concentrations of cytosolic antioxidants [4, 5, 19].
Oxidative modifications of mtDNA may be of central
importance in normal and pathobiological aging [20].
mtDNA encodes for 13 hydrophobic polypeptide chains
of four enzyme complexes of the inner mitochondrial
electron transport chain involved in oxidative phosphory-
lation [21]. A persistent attack by toxic oxygen and
nitrogen-based species leads to an accumulation of
mutations in mtDNA, which is relatively unprotected in
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comparison to nuclear DNA, and this causes a decline in
oxidative phosphorylation as a result of age-related oxida-
tive damage [20].

Glutathione (GSH) is the predominant antioxidant in the
brain that i1s present at millimolar concentrations [22].
Melatonin, a secretory product of the pineal gland, is a
ubiquitously acting direct free radical scavenger and also an
indirect antioxidant [23, 24]. Melatonin, as well as its
metabolites are efficient in detoxifying reactive oxygen
species (ROS), e.g., HO" [25] and H,0, [26], and they also
interact directly with reactive nitrogen species (RINS)
[27-30]. Melatonin also stimulates a host of antioxidative
enzymes including SOD, glutathione peroxidase (GPx) and
glutathione reductase (GRd); these actions further reduce
the oxidation state of cells [23, 31]. Recently accumulated
evidence suggests that melatonin plays a protective role in
both initial and advanced stages of conditions where the
pathogenesis involves damage by ROS and RNS [32-34].
Some antioxidants, mainly melatonin, have been reported
to increase survival of SAMPS mice [10, 35], as there is an
age-dependent reduction in endogenous melatonin produc-
tion in SAMPS mice [36] and given that melatonin is also
readily available to the brain after oral ingestion [37], the
use of melatonin to reduce age-deferring brain mitochon-
drial dysfunction also seems feasible.

Materials and methods
Reagents

N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride, ethyl-
ene glycol-bis-(2-amino ethylether)- N, N -tetraacetic acid
(EGTA), ethylenediaminetetra-acetic acid (EDTA), Hepes,
bovine serum albumin (BSA), Percoll, sulfanilamide, phos-
phoric acid, 1,4-dithio DL-threitol, NADPH, methanesulf-
onic acid, disulfide and reduced glutathione, GRd,
5-sulfosalcylic acid, 2-vinylpiridine, cumene hydroperoxide,
5,5-dithiolbis (2-nitrobenzoic acid) and mannitol were
purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). All other
reagents were of the highest purity available.

Animals and treatments

Male and female SAMPE mice breeding pairs were
obtained from the Council for SAM Research, Kyoto,
Japan, through Harlan (Barcelona, Spain). The animals
were maintained in the University’s facility under a 12:12 hr
hight/dark cycle (ights on at 7 hr) at 22 & 2°C and they
were given regular chow and tap water, under the super-
vision of veterinarians. All experiments were performed
according to the Spanish Government Guide and the
European Community Guide for animal care. Animals
were used at 10 months of age. Once newborn mice were
separated from their mothers (at the age of | month),
melatonin or vehicle treatments were initiated. The animals
were separated into the following groups (n = 35 animals/
group): (1) P5v group, consisting of SAMPS animals treated
with vehicle from | to 5 months of age; (1) P10v group,
included SAMPS mice treated with wvehicle from | to
10 months of age; and (iii) P10m group, included SAMPS
mice treated with melatonin from 1 to 10 months of age.

2

Melatonin was dissolved In a minimum volume of absolute
ethanol and then diluted in the drinking water to yield a
dose of 10 mg/'kg body weight. during the months of
treatment. The concentration of ethanol in the final
solution was 0.066%. A fresh melatonin and wvehicle
solutions were prepared twice a week. Water bottles were
covered with aluminum foil to protect from light, and the
drinking fluid was changed twice weekly. All mice were
killed at the end of their treatment period, ie., 5 and
10 months, and their brains were quickly removed and
immediately processed for pure mitochondria preparation.

Isolation of brain mitochondria

Animals were killed by cervical dislocation and brain
mitochondria were immediately isolated [38]. All proce-
dures were carmried out at 0—4°C. Briefly, the brain was
excised, washed with buffer A (0.32 M sucrose, 1 mMm
EDTA, 10 mmM Tris-HCIL, pH 7.4, at 4°C), and homoge-
nized (1/10, w/v) in buffer A at 500 rpm with a Teflon
pestle. The homogenate was centrifuged at 1300 gfor 3 min
at 4°C. The pellet was suspended in 5 mL buffer A, and
centrifuged again at 1300 g for 3 min at 4°C. The super-
nants were mixed and centrifuged at 21,200 g for 10 min at
4°C. Then, the mitochondrial pellets were suspended in
Il mL buffer A containing 15% Percoll and poured In
ultracentrifuge tubes containing | mL buffer B (225 mmM
mannitol, 1 myM EGTA, 25 mM Hepes and 0.1% BSA, and
pH 7.4, 4°C) with 23% Percoll and 1 mL buffer B with 40%:
Percoll. The mixture was centrifuged at 63,000 g for 30 min
at 4°C. The pure mitochondrial fraction (the band between
23% and 40% Percoll) was collected, washed twice with
buffer A at 10,300 g for I0 mmn at 4°C to remove the
Percoll, and frozen to -80°C. Mitochondrial protein
content was determined in an aliquot of homogenized
brain mitochondria without BSA [39].

Lipid peroxidation (LPO) determination

Mitochondrial fractions were thawed, suspended 1n ice-cold
20 mM Tris—HCI buffer, pH 7.4, and sonicated to break
mitochondria membranes. Aliquots of these samples were
either stored at —80°C for total protein determination [39]
or used for LPO measurements. A commercial LPO assay
kit that estimated both malondialdehide and 4-hydrox-
yvalkenals was used (Biloxytech LPO-568 assay kit; OxisRe-
search, Portland, OR, USA) [40]. LPO concentration is
expressed in nmol/mg prot.

Nitrite determination

Mitochondrial fractions were thawed, suspended in ice-cold
distilled water, and immediately sonicated to break mito-
chondrial membranes. Aliquots of these samples were
either stored at —=80°C for total protein determination [39]
or used to calculate nitrite levels. The amount of nitrite was
measured following the Griess reaction [41] by incubating
LoD pl. samples  with 100 gl Griess reagent (0.1%
N-(1-naphthyl) ethylendiamine dihydrochloride; 1% sulfa-
nilamide in 5% phosphoric acid; 1:1) at room temperature
for 20 min. The absorbance at 550 nm was measured and
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nitrite concentrations were calculated by comparison with
the absorbance of a standard solution of known sodium
nitrite concentration, and expressed as nmol/mg prot.

Measurements of GPx and GRd activities

Mitochondrial fractions were thawed and suspended in
200 pL. of buffer A (potassium-phosphate 50 mM and
EDTA-K2 1 mMm, pH 7.4) and sonicated. To measure
GPx activity, 10 uL. of each sample were added to 240 uL
of a working solution containing buffer A plus 4 mMm
sodium azide, 4 mM GSH, 0.2 mym NADPH and 0.5 U/mL
GRd. After incubation for 4 min at 37°C, the reaction was
started by adding 10 uL of cumene hydroperoxide (0.3%)
and the GPx activity was determined spectrophotometri-
cally following the oxidation of the NADPH for 3 min at
340 nm (UV-1603 spectrophotometer; Shimadzu Deutsch-
land GmBH, Duisburg, Germany) [42]. GRd activity was
measured in samples (35 pL) added to 465 pL of a working
solution containing buffer A plus 2 mM oxidized glu-
tathione ((GSSG). After incubation for 4 min at 37°C, the
reaction was started by adding 8.5 uL. of 9.5 mM NADPH
solution, and the GRd activity was spectrophotometrically
measured following the oxidation of NADPH for 3 min at
340 nm. GPx and GRd activities are expressed as nmol/
min/mg prot. In both cases, nonenzymatic NADPH
oxidation was subtracted from the overall rates.

Measurement of GSH and GSSG

Both GSH and GSSG were measured by a slight modifi-
cation of an established fluorometric method [43]. Mito-
chondrial fractions were desproteinized with ice-cold 10%%
trichloroacetic acid and centrifuged at 20,000 g for 15 min.
For GSH measurement, 10 ul. supernatant was incubated
with 10 gL of an ethanol ophthalaldehyde solution (1 mg/
mL) and 180 pL. phosphate buffer (100 mM sodium phos-
phate, 5 mM EDTA-Na2, pH 8.0) for 15 min at room
temperature. Then, the fluorescence of the samples was
measured at 340 nm excitation and 420 nm emission in a
plate-reader spectrofluorometer (Bio-Tek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA). For GSS5G measurement, 30 gl
aliquots of supernatants were premncubated with 12 ul
N-ethylmaleimide solution (5 mg/mL in distilled water) for
40 min at room temperature, and then alkalinized with
NaOH 0.1 N Aliquots of 45 L. were then incubated with
10 mL ophthalaldehyde solution and 145 ul. NaOH 0.1 N
for 15 min at room temperature. The fluorescence was then
measured. GSH and GSSG concentrations were calculated
according to standard curves prepared accordingly. The
levels of GSH and GSSG are expressed in nmol/mg prot.

Determination of mitochondrial complexes |, Il, lll and
IV activities

Mitochondrial pellets were thawed, suspended in 350 uL of
the incubation medium corresponding to the complex to be
measured and mmmediately sonicated to prepare submito-
chondrial particles. Mitochondrial protein concentration
was measured using BSA as standard [39]. To determine the
complex I activity, submitochondrial fractions (0.6 mg/mL)
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were Incubated for 3 min in a medium containing 250 mM
sucrose, 50 mM potassium-phosphate, 1| my KCN, 50 gm
decylubiquinone, 0.8 uM antimycin, pH 7.4. The reaction
was initiated by the addition of NADH, and the activity of
the complex I (NADH CoQ) oxidoreductase, expressed as
nmol oxidized NADH/min/mg prot) was measured follow-
ing the rate of the oxidation of NADH (100 mn) at 340 nm
in a UV-1603 Shimadzu spectrophotometer [44]. The
activity of complex II (succinate: 2,6-dichlorophenolindo-
phenol (DCIP) oxireductase, expressed in nmol reduced
DCIP/min/mg prot) was measured in 1| mL medium con-
taining submitochondrial particles (0,03 mg/mL), 100 mm
potassium-phosphate, 0.5 M succinate, 0.8 uM antimycin,
50 g™ rotenone, 2 pM KON, 50 g DCIP, pH 7.4, The
reaction was initiated by the addition of 50 umM decylubig-
uinone. The activity of complex 11 was measured following
the rate of reduction of 2,6-DCIP at 600 nm with 520 nm as
reference wavelength [45]. The activity of complex III
(ubiquinol: cytochrome ¢ reductase, expressed in nmol
reduced cytochrome ¢/min/mg prot) was measured in | mL
medium containing submitochondrial particles (0.03 mg/
mL), 35 mmM potassium-phosphate, 5 mM MgCls, 2.5 mg/
mL BSA, 1.8 ppm KCN, 50 pM rotenone and 2 M decyl-
ubiquinone, pH 7.5. The reaction was started by adding
125 uM cytochrome ¢ and the activity of complex 111 was
measured following the rate of reduction of cytochrome ¢ at
550 nm with 580 nm as the reference wavelength [45]. The
activity of complex IV (cytochrome ¢ oxidase, expressed as
nmol oxidized cytochrome ¢/min/mg prot) was measured in
| mL medium containing submitochondrial particles
(0.1 mg prot/mL) and 50 mM potassium-phosphate, pH
6.8. The reaction was initiated by adding 75 uM cytochrome
¢ previously reduced with sodium borohydride and mea-
suring the absorbance at 550 nm [45].

Measurement of mitochondrial content of adenine
nucleotides

Adenine nucleotides were determination by high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) with a ProPac PAI
column (4 = 250 mm: Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA)
and a binary gradient of 0.3 M ammonium carbonate and
water [46]. Purified mitochondrna were rapidly resuspended
in ice-cold 0.5 M perchloric acid, mixed during 120 s in
vortex (to break the mitochondrial membranes) and cen-
trifuged at 25000 ¢ for 15 mun at 2°C to precipitate
proteins. Pellets were frozen to =80°C to determine protein
concentration [39] and the supernatants were mixed with
8 uL. 5 M potassium carbonate to neutralize the acid and
centrifuged at 12,000 g for 10 min at 2°C. The resultant
supernants were used for HPLC measurements. After
stabilizing the column with the mobile phase, 20 uL of
each sample were injected onto the HPLC system. The
mobile phase consisted in water (phase A) and 03 M
ammonium carbonate pH 8.9 (phase B), and the following
time schedule for the binary gradient (flow rate 1 mL/min)
was used: 3 min, 50% A and 50% B: 5 min 50-100% B and
then maintained 100% B during 25 min; 5 min 100-50% B
and then another 5 min with 50% B [46]. For calibration,
water was used as blank and 3.125, 6.250, 12.5 and 25 ug/
mL of each nucleotide (AMP, ADP and ATP) was used for
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constructing the standard curves. Absorbance of the
samples was measured with an UWV-detector at 254 nm
wavelength and the concentration of each nuclkotide in the
sample was calculated based on the peak area. Mitochon-
drial content of nucleotides is expressed in pg/mg prot.

Statistical analysis

Results are presented as means + S.EM. of at least six
animals analyzed in duplicate. An ANOVA followed by
Student’s s-test was used to compare the means between
groups. A P value of <005 was considered to be
statistically significant.

Results

Figure | (upper) shows the changes in brain mitochondrial
LPO levels in SAMPE mal and female mice at 5 and
100 months of age. Although at 5 months of age the levels of
LPO were significantly higher in females than in males
(£ < 0.01), the age-dependent increase in LPO yield
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Fig. I. Effect of age and melatonin treatment on lipid peroxidation
(upper) and nitrite (bottom) levels in brain mitochondria from male
and female senescent accelerated prone (SAMPE) mice. Anmimals
were given vehicle (0.066% ethanol) or melatonin (10 mg/kg) in the
drinking water from | month after birth, and killed 4 or 9 months
later (at 5and 10 months of age, respectivel v). Results are expressed
asa mean + S.E.M. of six experiments measured in duplicate. PSv
and PlOv, SAMPE mice treated with vehicle and killed at 5 and
10 months of age; P10m, SAMPE animals treated with melatonin
and killed at 10months of age. *P < 005 **P < 0.0] and
#ep < 0001 versus PSv; ¥P < 0.01 and ¥¥P < 0.001 versus
PlOv; TP < 0.05 and TP < 0.01 versus male respective group.
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similar levels in males and females at the age of 10 months.
In both cases, melatonin treatment significantly reduced the
age rise in LPO.

Nitrite levels in brain mitochondria were similar in male
and female mice at 5 months of age (Fig. 1, bottom). Age
induced a significant increase in nitrite levels and, at the age
of 10 months, the levels of nitrite were significantly higher
in females than in males (P < 0.03). In both mouse genders
melatonin treatment prevented the effect of age on the
nitrite increase.

Age-dependent changes in the brain mitochondrnal GPx
and GRd activities are shown in Fig. 2. At the age of
5 months, male and female mice showed comparable GPx
activity that was significantly reduced at 10 months of age
(Fig. 2, upper). Melatonin treatment did not only prevent
the age-dependent reduction in GPx activity, but also
increased it over the values found at 5 months of age in
both mice gender (P < 0.01). The changes in GRd activity
with age and melatonin treatment resembled those in GPx
(Fig. 2, bottom).

The age-dependent mitochondrial oxidative stress was
further demonstrated by the significant reduction in the
GSH/GSSG  ratio, mainly in female mice (Fig. 3,
P < 0.001). Chronic melatonin treatment prevented
absolutely the age-dependent oxidative stress in brain
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Fig. 2. Effect of age and melatonin treatment on glutathione per-
oxidase (GPx, upper) and reductase (GRd, bottom) activities in
brain mitochondria from male and female senescent accelerated
prone (SAMPE) mice. See legend of Fig. | for additional infor-
mation. *P < 005 **P < 005 and ***P < 0.00] versus P5v;
P < 0,001 versus PLOv; TP < 0.05 and PP < 0.0 versus male
respective group.
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Fig. 3. Effect of age and melatonin treatment on the glutathione/
oxidized glutathione ratio in brain mitochondria from male and

female senescent accelerated prone (SAMPE) mice. See legend of
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mitochondria as assessed by the recovery of the GSH/
(GSSG ratio in male and female mice.

The activity of the respiratory complexes is shown in
Fig. 4. At 5 months of age, the activity of complex I is
lower in females than in males (Fig. 1, upper Ileft,
P < 0.05). Aging induced a significant decrease m the
activity of complex I in both groups of mice, but
maintained the difference in its activity between males
and females. In both genders, melatonin treatment pre-
vented the age-dependent inhibition of complex I activity.
Complex 11 activity was lower in males than in females at

Melatonin protecis aged brain mitochondvia

5 months of age (Fig. 4, upper nght, 7 =< 0.01), and 1t
decreased significantly at the age of 10 months, but
maintained the male—female difference. Melatonin admin-
istration increased the activity of complex 11 over the levels
found at 5 months of age, thus preventing absolutely the
effects of age on the activity of this complex. Regarding
complex III activity, it was similar in both genders at
5 months of age, decreasing in a larger extend in females
(Fig. 4, bottom left, P < 0.05). In this case, melatonin
increased significantly the activity of complex 111, reaching
values significantly higher than those measured at the age of
5 months. Melatonin only induced minor changes in the
activity of complex III in males, which showed little
changes during aging. Complex IV activity (Fig. 4, bottom
right) remained unmodified in male mice either as a results
of age or melatonin treatment. In females, however, the
activity of complex IV increased significantly with melato-
nin administration (P < 0.001), although it was not
affected by age.

Figure 5 shows the brain mitochondrial steady-state
levels of ATP and the ATP/ADP ratio. The ATP content
was similar in males and females at the age of 5 months
(Fig. 5, upper), and significantly decreased with age
(P = 0.001). Chronic melatonin administration prevented
totally the effects of age, and increased the ATP content in
mitochondria from female mice over Its concentration at
5 months. The ATP/ADP ratio showed parallel changes to
those of ATP (Fig. 5, bottom).

Discussion

The present study documents the existence of a significant
age-dependent mitochondrial oxidative phosphorylation
impairment In brains of SAMPS mice, without major
gender differences. Significant rises in both oxidative and
nitrosative stress were also found in aged brain mitochon-
dria, which might account for the bioenergetic failure of
these organelle in aging animals. Thus, the brains of
SAMPSE mice are exposed to a high oxidative stress
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Fig. 5. Effect of age and melatonin treatment on the ATP contente
(upper) and the ATP/ADP ratio (bottom) in brain mitochondria
from male and female SAMPE mice. See legend of Fig. | for
additional information. **P < 001 and ***P < 0.00] versus P5v;
e < 001 and P < 0001 versus Plov; 7P < 0,001 versus
mile respective group.

during aging that may be a cause of senescence-related
mpairments and degeneration in the brains of SAMPS
mice [47-50]. Another interesting result was the efficacy of
chronic melatonin administration, which completely pre-
vented the mitochondrial oxidative/nitrosative stress along
the age, maintaining the oxidative phosphorylation and,
thus, the ATP levels in values compatibles with those found
in young animals.

Several cellular features of the brain suggest that it is
highly sensitive to oxidative stress. The present results
suggest that SAMPSE mice are exposed to elevated levels of
oxidative stress at the age of 10 months, and this phenom-
enon may be an important factor involved in the senes-
cence-related impairment and degeneration in the brain.
Oxidative stress in the brain occurs when the generation of
ROS exceeds the ability of the endogenous antioxidant
system to remove excess ROS subsequently leading to
cellular damage. The presence of oxidative stress in brain
mitochondria should cause changes in LPO and GSH and,
if ROS damage 1s prolonged; also changes should occur in
enzymes of the redox cycle of GSH [31]. Our data show a
significant increase in LPO levels in cerebral mitochondria
with age, reflecting the oxidative damage to the ipids of the
mitochondria membrane during aging [51], even at an early
age [52]. Males had lower levels of LPO than females, but
age disrupted this difference. Melatonin prevented mito-

B

chondrial LPO in both genders of mice, supporting
previous data on brain LPO [533]. Due to the lipophilicity
of melatonin, it is accumulated by the mitochondria at high
concentrations [54], allowing its interaction with mitochon-
drial membranes [55], possibly locating near the polar heads
of membrane phospholipids [56]. In this location, melato-
nin may easily protect brain mitochondrial membranes
from free radical attack, stabilizing them [57].

In brain, GSH is major intracellular and, thus, mito-
chondrial antioxidant [58]. Mitochondria do not possess the
ability to synthesize GSH, but they can regulate the GSH
redox cycle through GPx and GRd. GPx transforms H20-»
into water. In this process, GSH is oxidized to GSS5G and
the enzyme GRd restores reduced GSH levels. The redox
status of a tissue is mainly reflected by the ratio GSH/
GS5G [59, 60]. Under normal conditions, a low oxidant
load and a high biosynthetic activity are associated with
high GSH levels. Thus, the higher reduction in the GSHY/
GSSG ratio at 10 months of age in female than in male
SAMPS here reported reflects a higher oxidizing tendency
of the brain mitochondria due to higher ROS production in
the former [61]. Melatonin administration prevented the
drop in the GSH/GSSG ratio during aging in both mice
gender, which means that these mitochondria were able to
maintain a low oxidant status during aging. The ability of
melatonin to prevent GSH loss with age probably reflects
its effect on the activities of the GSH redox cycle enzymes
[31]. In this regard, GPx and GRd activities decreased
significantly with age in SAMPS mice; consequently, brain
mitochondria recovered the normal mitochondrial GSH
pool, reducing the GSH/GSSG ratio. In these conditions,
melatonin treatment did not only prevent but even
increased the activity of both enzymes over their activities
in young animals. As a result of melatonin’s effects, the
GSH redox cycle worked properly during aging, yielding a
normal pool of GSH to brain mitochondria that, in turn,
were totally protected against age-related ROS production.
These data are similar to those obtained in mitochondria
from other mouse tissues [35, 53, 62], suggesting that
melatonin exerts a widespread effect whenever ROS pro-
duction exceeds from the ability of the antioxidant defenses.

Mitochondria also produce nitric oxide (NO®) and NO-
related radicals (RNS) including NO® and ONOO™. NO*® is
formed by the oxidation of the guanidinic nitrogen of
L-arginine by nitric oxide synthase (NOS). Mitochondria
possess their own enzymatic machinery for producing NO*.
In fact, both constitutive (c-miNOS) and inducible
(I-mtNOS) NOSs isoforms are present in the mitochondria,
which produced NO® for regulatory purposes [63, 64].
However, increasing mitochondrial levels of NO* inhibit
the activity of complexes IV, IIl and I [63, 65, 66]. This occurs
in inflammatory situations In which INOS/i-mtNOS are
induced yielding large amounts of NO® [34, 63, 66, 67]. In
these conditions, NO® reacts with 02"~ forming ONOO™, a
highly toxic compound that may damage irreversibly all
respiratory complexes and other proteins and lipids [68, 69].
Moreover, the reaction of ONOQO™ with CO» accounts for a
large fraction of the ONOO™ formed in vivo, and the reaction
produces reactive intermediates such as nitrite that can affect
other biotargets in secondary reactions [65]. Thus, nitrite
levels accurately reflect the nitrosative stress status that is
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caused by inflammation. Qur data reflect the age-dependent
nitrosative status in brain mitochondria that was prevented
by melatonin administration. Whether these increased nitrite
levels were produced by the mitochondrial i-mtNOS, reflect-
ing the chronic inflammatory process that come with aging,
remain to be clarified. In fact, some data suggest that brain
mtNOS is the most profoundly reduced enzymatic activity
during aging, which may account for a decreased NO" levels
[70]; other authors suggest that aging increases the INOS/
i-mtNOS induction and thus, NO® levels and the inflamma-
tory response [63, 71]. Qur results support the latter
suggestion. Probably, at an age older than 10 months the
activity of mitochondrial NOS may be reduced in SAMPS,
collaborating in an additional aging phenomenon, ie., the
reduction in mitochondrial biogenesis [70].

Owr study also reported a significant impairment of the
mitochondrial respiratory chain activity with age, suggest-
ing a dysfunction in mitochondrial oxidative phosphoryla-
tion in the aging brain [72]. The activity of complexes I, 11
and I1T decreased in male and female mice, although the
latter showed a greater reduction than the former. It was
shown that the mitochondrial content of rat brain is not
reduced in aging; thus, decreased rates of electron transfer
by the diminished activities of complexes I, 11 and IIT are
the main cause of the mitochondrial dysfunction with age
[73]- The mitochondrial accumulation of ROS in the brain
mitochondria, with the consequent damage to phospholip-
ids, proteins and mtDNA, also accounts for the respiratory
chain impairment with age. In turn, increased oxidative
stress in the aged brain has been attributed to reduced
efficiency of mitochondrial energy production [74]. Collec-
tively, these defects cause a reduced capacity of brain
mitochondria to produce ATP by oxidative phosphoryla-
tion. The mitochondrial impairment with age is not an
irreversible process; on the contrary, we show here that
melatonin administration can prevent mitochondrial dys-
function maintaining full activity of brain mitochondria in
aged mice. Although the effects of melatonin on the
respiratory chain activity are not new [31], we showed here
for the first time that melatonin reduced the age-dependent
bhioenergetic impairment of brain mitochondria, which
maintained a normal ATP production during aging.
Moreover, female mice seemed to be more sensitive to
melatonin than males, increasing their capacity to produce
ATP over the latter. The effects of melatonin on brain
mitochondria are of great relevance because brain tissue
contains a relatively poor antioxidant defense system and
thus, the age-dependent decay in melatonin production may
be of major importance for brain aging.

Owverall, the current results support the view that at the
age of 10 months, malk and female SAMPS mice exhibit a
mitochondrial oxidative/nitrosative stress and impairment
with age, with minor differences between genders. Thus, the
antioxidative and neuroprotective roles of estrogens else-
where reported [75] seem to be insufficient to exert any
significant effect until 10 months of age in this mouse
strain. On the other hand melatonin, with antioxidant and
anti-inflammatory well documented actions [24-26, 28-30,
62, 76, 77] showed marked beneficial effects against brain
mitochondrial dysfunction with age. These effects, and the
fact that melatonin virtually lacks toxicity even at large
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doses [T8-80], supports its clinical use in preventing the
impairments of aging.
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CONSIDERACIONES PREVIAS

En el presente estudio multifactorial del envejecimiento, el objetivo principal es
evidenciar la relacion existente tanto entre los diferentes parametros de estrés oxidativo como
de la bioenergética mitocondrial en las mitocondrias de cerebro y pulmén en el modelo de ratén
sensible al envejecimiento acelerado SAMP8, frente a sus controles, resistentes al mismo,
SAMRL.

Se ha estudiado también el comportamiento en estos ratones al ser tratados
cronicamente 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 relacién a los SAMRL1. Estos signos son mas patentes a

los once meses [Moriy 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 diafragmético en hembras SAM, entre los 5 y 10 meses
de edad, un periodo que puede marcar las diferencias entre ambos grupos en términos de
dafio oxidativo mitocondrial, asi como la respuesta inflamatoria producida en estas cepas de
ratones SAM.

1.- EFECTOS DEL ESTRES OXIDATIVO Y LA BIOENERGETICA
MITOCONDRIAL EN RATONES SAMP8 Y SAMR1

1.1.- Cerebro

Como se ha mostrado anteriormente, el dafio producido a la mitocondria como
consecuencia de la generacion interna de radicales libres se encuentra relacionado con el
proceso de envejecimiento celular. En este trabajo se estudian parametros de estrés oxidativo
y de bioenergética mitocondrial en el cerebro de ratones SAMP8 y SAMRI1, tanto machos
como hembras. Asimismo, se analiza la respuesta de la funcién mitocondrial a un tratamiento

crénico con melatonina.

El cerebro es el érgano que controla el procesamiento de la informacion sensorial
recogida del mundo que nos rodea y de nuestro propio cuerpo, asi como las respuestas
motrices y emocionales, el aprendizaje, la conciencia, la imaginacion, la memoria, la cognicién,

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 aparicién
de factores neurodegenerativos que desembocan en enfermedades caracteristicas de la
poblacién envejecida [Reiter, 1998b; Fahn y Cohen, 1992; Karasek y Pawlikowski, 1999;
Pawlikowski y cols., 2002]. La eleccion del cerebro como érgano para este estudio se basé
también en que los efectos perjudiciales de la edad se observan mejor en tejidos con células

postmitéticas 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 dafio oxidativo en las mitocondrias
de cerebro, tanto en las hembras como en los machos, en el modelo de ratdn con resistencia al
envejecimiento acelerado SAMR1, y en el modelo de envejecimiento acelerado, el raton
SAMPS8. Existe gran cantidad de bibliografia 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 teoria mitocondrial del envejecimiento [Miquel, 1998].
Asimismo, los parametros indicadores de estrés oxidativo estan 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 esta expuesto a altos niveles de estrés oxidativo,
incluso a una edad méas 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 podria considerarse causa en la degeneracion del cerebro. Un resultado muy
interesante es la eficacia de la administracién crénica de aMT en la prevencion del estrés
oxidativo. Estos resultados muestran como la melatonina ha disminuido el dafio oxidativo en
ambas cepas de raton, y debido a su falta de toxicidad [Jahnke y cols, 1999; Jan y cols, 2000;
Seabra y cols., 2000], asi 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 dafios producidos por los radicales libres, debido
a que el cerebro utiliza gran cantidad de O, ( hasta el 20% del total de O, inspirado), por su
elevada concentracion tanto de acidos grasos poliinsaturados [Floyd y Hensley., 2002] como de
metales de transicion como el hierro, que estan involucrados en la produccion de radicales
libres [Hill y cols., 1984], y por la escasa presencia de antioxidantes citosélicos [Floyd y
Carney,1993; Reiter, 1995; Droge, 2003]. El estrés oxidativo en el cerebro ocurre cuando la
generacion de ROS sobrepasa la capacidad del sistema antioxidante endégeno de eliminar el
exceso de estas moléculas, con lo que se produce dafio celular. El estrés oxidativo en la
mitocondria acarrearia cambios en la cantidad de LPO y GSH, como ya se describié [Nomura y

cols., 1989], vy si el dafio producido por los ROS se prolonga, también en las enzimas del ciclo
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del GSH [Martin y cols., 2000a]. Los datos aqui presentados muestran un incremento
significativo en los niveles de LPO en mitocondrias cerebrales, lo que refleja el dafio 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 reduccion 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 Yy cols., 2000;
Nomura y cols., 1989]. La melatonina disminuy6 los niveles de LPO, coincidiendo con lo
ocurrido en otros estudios [Okatani y cols., 2002; Alvarez-Garcia y cols., 2006]. Esta
disminucién 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 [L6pez y cols., (2009)],
interactda con la bicapa lipidica [Costa y cols., 1997; Garcia y cols., (2010)], localizAndose
cerca de las cabezas polares de la membrana de fosfolipidos [Rebrin y cols., 2005. En esta
localizacion, el aMT esta 6ptimamente situado para funcionar como un depurador de radicales
libres, al la vez que actla estabilizando la membrana interna de la mitocondria, protegiéndola

del dafio oxidativo [Garcia y cols., 1999].

Por otra parte, los RNS también son producidos en la mitocondria. EI NO® se produce
por la oxidacion del nitrdgeno guanidinico de la L-arginina por la enzima o6xido nitrico sintasa
(NOS). Al incrementarse la concentracion de NO°, éste puede inhibir la actividad de los
complejos IV, lll y | [Ghafourifar y Richter, 1999].La formacién de anién peroxinitrito (ONOQ) in
vivo resulta de la transformacion de dos radicales libres escasamente reactivos, NO* y 0,*, en
una especie mucho mas 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 CO,, produciendo reactivos intermediarios como el NO,, el cual
puede afectar a otras biomoléculas por reacciones secundarias [Squadrito y Pryor, 1998]. Asi,
la medida de nitritos es un parametro indirecto del estrés nitrosativo. Tanto machos como
hembras mostraron valores similares de NO,. Los grupos envejecidos mostraron mayores
niveles que los grupos jovenes, un parametro que puede reflejar un mayor estrés oxidativo en
los primeros. En los grupos tratados con aMT, tanto machos como hembras, ya sean SAMPS8 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
formacion de ONOO' es restringir la cantidad de los radicales que lo producen, NO*y O,*. La

melatonina se ha mostrado también eficaz en este aspecto [Lépez 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 H,O, 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.
Disminuyé en los grupos envejecidos, y fue restablecida con el tratamiento con aMT, en el caso
de los grupos SAMPS8, por encima del valor de los animales con 5 meses de edad. Estos
resultados son similares a estudios previos de este grupo de investigacién [Rodriguez y cols.,
2008], asi 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 variacién, 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 aminoacido tiol tripeptidico 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 situacion
es tipica en condiciones de restriccion cal6rica, la cual atentua la tasa de produccion
mitocondrial de O,*" y H,O, [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 relacién
disminuy6 en los grupos de 10 meses de edad, tanto machos como hembras de ambas cepas
estudiadas, reflejando un tendencia oxidante debida a la generacion de ROS, junto a una
disminucién del transporte citosélico de GSH hacia la mitocondria, como se ha observado en
ratones SAM [Park y cols., 1996]. La melatonina restablecié 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 eliminacion de H,0O, [Tan y cols., 2000], el
radical mas importante producido en la mitocondria desde el O,*".Este hecho reduce la pérdida
de la reserva de GSH intramitocondrial, y enlentece el dafio mitocondrial [Karbownik y cols.,
20004, b].

Tras comprobar estos signos de estrés oxidativo, procedimos a averiguar si los mismos
son el comienzo al fallo de la funcién mitocondrial. Iniciamos entonces el estudio de la actividad
de los complejos respiratorios y la reserva de nucleétidos en las mitocondrias cerebrales de los
ratones SAM. Estudios previos han documentado disfunciones en la mitocondria en ratones
SAMPS8 jovenes [Nomura y cols., 1989; Liu y Mori, 1993], aunque la caida de ATP solo 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 | y IV [Martin y cols., 2002]. Al incrementar el flujo de
electrones a través de ETC, aumenta la produccién de ATP. Nuestros experimentos confirman

estos resultados en el complejo I, mientras que en el complejo IV sélo las hembras mostraron
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un ascenso significativo de la funcion. Es remarcable que en este estudio se observo un
aumento de la actividad del complejo Il en los grupos tratados con aMT, asi como lo hubo
también en el complejo Ill en ambas cepas hembras. Los machos SAMR1 son los menos
afectados por el dafio 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 si ocurrio
en el resto de grupos estudiados. Estos resultados son parecidos a otros obtenidos
previamente en este laboratorio en el tejido cardiaco de las mismas subcepas estudiadas
[Rodriguez y cols., 2007a]. El aumento del estrés oxidativo en el cerebro envejecido ha sido
atribuido a una reducida eficiencia en la produccién de energia en la mitocondria [Ames y cols.,
2005]. Asi, el aMT podria elevar la eficiencia de la fosforilacion oxidativa y de la sintesis de
ATP. Estos datos demuestran que el dafio 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 dafio a la membrana [Nakahara y cols.,
1998]. El aumento en los valores de LPO de los ratones SAMPS8 estaria en consonancia con

esta hipétesis.

El dato mas destacable de este trabajo es el descenso del dafio oxidativo mitocondrial
por parte de la melatonina, gracias a su accién antioxidante y depuradora de radicales libres
[Tan y cols., 2000a, 2000b, 2002; Turjanski y cols., 2001; Antolin y cols., 1996]. Gran cantidad
de estudios han demostrado cémo la administracién aguda de aMT es eficaz combatiendo las
taras mitocondriales en los ratones SAM [Okatani y cols., 2002a, b, c]. A dosis fisiologicas
también se ha demostrado su accion antioxidante [Joo y cols., 1998], por lo que debe ser
considerada parte del sistema antioxidante endégeno [Reiter y cols., 1998a, 2000a]. El aMT es
muy efectiva en la eliminacion de radicales libres. Una Unica molécula puede depurar dos
moléculas de radicales libres, siendo ambas radicales hidroxilos o bien un radical hidroxilo y un
anién superodxido [Nishikawa y cols., 1998; Castillo y cols., 2005]. La melatonina es ademas
facilmente disponible para la mitocondria, ya que su liposolubilidad le permite atravesar
barreras biolégicas con facilidad, con lo que puede acumularse intracelularmente, [Costa y
cols., 1997; Menéndez-Pelaez y cols., 1993a;] como ocurre en el caso de la mitocondria
incluyendo la mitocondria, donde puede alcanzar altas concentraciones [Acufia-Castroviejo y
cols., 2003; Lopez vy cols., (2009)].

Es extensa la bibliografia que demuestra la influencia de la melatonina en la homeostasis
mitocondrial. EI aMT estimula la accién de dos de las enzimas involucradas en el balance
GSH/GSSG, como son la GPx y la GRd [Martin y cols., 2000a; Acufia-Castroviejo y cols., 2001,
Tomas-Zapico y Coto-Montes, 2005; Escames y cols., (2010], protegiendo la mitocondria para
que pueda aumentar la produccién de ATP. Otros trabajos también mostraron que el aMT
mejora la funcion de la ETC mitocondrial [Martin y cols., 2002; Escames y cols., 2005; L6pez y

cols., 2006], aunque el mecanismo de acciébn 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 aqui mostrados sefialan que la administracién crénica de aMT en los
SAMPS8 previene la disfuncion 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 SAMPS8. Esta accion se debe principalmente a que la aMT es una molécula
lipofilica, como mencionamos anteriormente, que cruza las membranas celulares con facilidad
enriqueciendo los compartimentos subcelulares [Menéndez-Peldez y cols, 1993a]. El aMT se
sitla proxima a las cabezas polares de los fosfolipidos, interaccionando con los lipidos de
membrana [Costa y cols., 1997], y estabilizando la membrana interna mitocondrial [Garcia y
cols., 1999].desde esta localizaciéon la melatonina se encuentra éptimamente situada para

depurar radicales libres, protegiendo a las membranas del dafio 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, asi como en la recuperacion de la ratio
GSH/GSSG en ambas cepas de raton SAMR1 y SAMP8. Este hecho puede deberse
principalmente a una elevacion del GSH, ya que la melatonina ejerce una accién estimulante
en la enzima gammaglutanilcisteina sintetasa, la enzima reguladora de la sintesis del GSH
[Barrientos, 2002].

Ademas, el tratamiento crénico con aMT mejora la actividad de la ETC, asi como
aumenta los niveles mitocondriales de ATP. Estos datos coinciden con numerosos estudios
gue indican una accién resefiable de la aMT en la actividad de la cadena respiratoria [Martin y
cols., 2000b, 2002; Escames y cols., 2005; L6pez 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 funcion de los sistemas defensivos
contra el estrés oxidativo puede conllevar a un perjuicio a la actividad mitocondrial registrada
en los ratones SAMP8. Estas observaciones estan en armonia con las predicciones expuestas

en la teoria mitocondrial del envejecimiento [Miquel, 1998].

Si el incremento del estrés oxidativo con la edad puede deberse a una reduccion 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 disfuncién
mitocondrial asociada a la edad, lo que efectivamente ocurre sobre todo en los animales
SAMPS8. Estos datos, asi 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

estan involucradas.

1.2.- Pulmén

El pulmén es el otro 6rgano estudiado para registrar el dafio mitocondrial asociado al
envejecimiento. Es un tejido muy sensible al ataque por parte de los radicales libres. Tiene una
alta vascularizacion y esta expuesto directamente al O, atmosférico. Estudios previos han
revelado que el estrés oxidativo, producido por una generacion excesiva de ROS, puede ser un
componente importante en los mecanismos de accion de varios compuestos téxicos que llegan
al pulmén mediante la respiracion [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, asi como el mantenimiento de un aporte adecuado de O,
necesario para la produccién de ATP debe ser adecuado para los requisitos del organismo. El
envejecimiento puede alterar los mecanismos de defensa antioxidante del pulmén,

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 SAMRL1, y
especialmente, en el modelo patolégico SAMP8. De acuerdo con la mayoria de los marcadores
de estrés oxidativo medidos, los ratones SAMP8 mostraron un mayor dafio oxidativo
mitocondrial estadisticamente 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 teoria mitocondrial del envejecimiento [Miquel J,
1998]. Como se preveia, la mayoria de resultados reflejaron que los ratones SAMPS8 tienen
mayor indice de estrés oxidativo. Estos resultados sugieren que el estrés oxidativo como
consecuencia de la generacion 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 administraciéon crénica de aMT en la
prevencion del estrés oxidativo relacionado con la edad. Asi, 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 estan 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 degeneracion del pulmoén
entre otros tejidos periféricos. Algunas caracteristicas propias del pulmoén apuntan a que es un
o6rgano muy sensible al estrés oxidativo. Como ya se ha mencionado, en las células aerébicas,

un 90-95% del ATP se obtiene en la fosforilacibn oxidativa, un proceso que ocurre en la
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mitocondria. Una pequefia proporcion de este O, se desvia hasta la produccion de ROS
[Haliwell y Gutteridge, 1999; Di Lisa y Bernardi, 2005], como se ha explicado anteriormente en
el apartado 1.1. ElI complejo Il es el principal responsable de la produccion de O,*° en la

mitocondria pulmonar [Turrens y cols., 1982].

Nuestros resultados confirman el incremento en los valores de LPO en los grupos
envejecidos, en comparacion con los animales de cinco meses de edad, lo que puede ser
achacado a la generacion de ROS. Es particularmente notable el aumento de la LPO en los
SAMP8 machos, quizas 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 reduccion de la fluidez de la membrana durante el envejecimiento,
como se encontrd en el caso de animales SAMP8 [Karbownik y cols., 2000a]. Se ha observado
la disminucién 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; Ledn 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 lipofilico, lo que le permite cruzar las membranas
biolégicas y entrar tanto en el citoplasma como en el nlcleo celular, asi como estabilizar las
membranas, como ya se menciond anteriormente. Una administracion aguda de aMT
contrarrest6 deficiencias mitocondriales en ratones SAM [Okatani cols., 2002 a, b, c]. En este
trabajo hemos observado cémo la melatonina inhibe el aumento de los valores de la
lipoperoxidacion y el dafio 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 produccion de NO® con fines regulatorios. De
hecho, tanto la isoforma constitutiva (c-mtNOS) como la inducible (i-mtNOS) de la éxido nitrico
sintasa estan 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, lIl y |
[Escames y cols., 2007; Squadrito y cols. 1998; Escames y cols., 2006]. Esto sucede en
situaciones donde se da una inflamacién, 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 O," " produciendo ONOQO’", compuesto muy reactivo
capaz de dafiar todos los complejos respiratorios asi como otras proteinas y lipidos [Ferrandiz
y cols., 1994; Navarro y Boveris, 2007]. La reaccion de O," ~ con ONOO’ forma NO, como
producto intermediario. Por esto la medida de nitritos es un parametro indirecto del estrés
nitrosativo. En la literatura existen trabajos que vinculan la accién de estos radicales libres con
la toxicidad producida al pulmén, asi como que la melatonina aliviaba el dafio producido [Ucar y

cols., 2007]. Todos los grupos envejecidos tuvieron niveles significativamente mas elevados de
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NO, que los grupos de cinco meses de edad, salvo el grupo de las hembras SAMPS8, 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
SAMRL1, 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 acciéon depuradora de la
melatonina sobre el radical NO*®, inhibiendo de esta manera su accién directa como radical, al
ser eliminado previamente a ser convertido en el dafiino ONOO’, y también disminuye su

accion proinflamatoria.

Recordemos que el ciclo del glutatién 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 pulmén, se observé que la actividad de la GPx era similar en machos y
hembras, aunque los machos SAMRL1 destacan por encima del resto de grupos estudiados. La
actividad enzimatica 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 [Rodriguez y cols., 2008]. Por otro lado, la actividad de la enzima GRd
se observé mayor en los machos que en las hembras, aunque siguié el mismo comportamiento
que la GPx, esto es, descendié su actividad en los grupos envejecidos, y se recuperd 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 expresioén 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 [Antolin y cols., 1996; Crespo y cols., 1999; Garcia-Maurifio
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 [Martin y cols., 2001; Acufia-Castroviejo y cols.,
2001].

La ratio GSH/GSSG disminuyd a los 10 meses de edad, tanto en los grupos SAMR1
como en los SAMPS8, sin distincién de sexos, reflejando una tendencia a la oxidacion debida a
la generacion de ROS. Nuestros datos muestran que esta tendencia es mayor en los SAMP8
gue en los SAMRL1. La melatonina restablecié significativamente la ratio en todos los casos,
excepto en el caso de las hembras SAMPS8, 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 aqui descritos muestran un incremento en la actividad de los complejos
I, Il'y IV. El aMT esta relacionado con la estimulacion 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]. Martin y colaboradores [Martin y cols., 2002] llevaron a
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cabo un estudio en el cual la melatonina influencié de manera dosis dependiente la actividad de
los complejos | y IV, y nuestros experimentos confirman esos datos. AUn mas interesante, el
complejo Il en tres de los grupos tratados con aMT también restableci6 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 produccion 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 electrénico
[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 podria elevar la
eficiencia de la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP, coincidiendo con trabajos previos
[Reiter y cols., 2008a]. También puede prevenir posibles disfunciones mitocondriales
relacionadas con una caida de la funcién respiratoria mitocondrial, posiblemente como
resultado del desacoplamiento causado por dafios 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, asi como una cadena respiratoria mitocondrial
mas perjudicada. Este trabajo documenta también evidencias significativas de estrés oxidativo
en mitocondrias cerebrales a la edad de 10 meses, en comparacién con las de 5 meses. Estos
resultados estan de acuerdo con la teoria mitocondrial del envejecimiento [Miquel, 1991]. En
los parametros estudiados no se encontraron diferencias remarcables entre machos y
hembras. El papel neuroprotector y antioxidante de los estrdgenos descrito en otros estudios
no parece ser suficiente para tener un efecto resefiable, al menos no hasta los 10 meses de
edad. Por otra parte, la melatonina y sus metabolitos, cuyos beneficiosos resultados han sido
aqui descritos, asi como en otros trabajos [Rodriguez y cols.,, 2007b], son potentes
depuradores de radicales libres con lo que poseen propiedades antioxidantes vy
antiinflamatorias [Ledn y cols., 2006; Rodriguez 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 mas, y especificamente, su papel en
la reduccion del dafio oxidativo mitocondrial dependiente de la edad, han quedado ratificadas.
El tratamiento con aMT de manera cronica contrarresto el deterioro de la funcibn mitocondrial
en los pulmones, siendo éste mas evidente en los ratones SAMP8 que en los SAMR1. No se

registraron efectos secundarios aparentes tras la administracion de aMT.

En conclusién, la melatonina, por sus propiedades antienvejecimiento, cuyos

beneficiosos resultados sobre las mitocondrias del cerebro, del pulmén y de otros tejidos han
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sido probados [Rodriguez y cols., 2007a], retne éptimas condiciones para ser el candidato
ideal para estudios posteriores en la aplicacion 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 administracién constante ayudara significativamente en la

consecucién de un proceso de envejecimiento saludable.
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1. CONCLUSIONES

13- Se aprecian evidencias significativas de estrés oxidativo y dafio en la cadena respiratoria en
las mitocondrias de cerebro y pulmén a los 10 meses de edad. Esto apoya la Teoria
Mitocondrial del Envejecimiento. En particular, a los 10 meses de edad, los ratones SAMP8
muestran mayor dafio en mitocondrias de cerebro y pulmén que los SAMRL. Existen
diferencias minimas entre ambos sexos.

22- La administracion exégena de aMT desde el primer mes de vida y durante 9 meses frena el
deterioro de la funcion 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.

32 La administracién cronica de aMT en el agua de bebida contrarresta también el estrés
nitrosativo producido por la inflamacién, ya que se comporta como una molécula muy activa
frente al envejecimiento, a causa de sus propiedades antiinflamatorias.

43- Por tanto, el envejecimiento debe ser considerado bajo la Teoria Inflamatoria Mitocondrial,
que depende no soélo del dafo producido por los radicales de oxigeno, sino que es también
producido por la accién de los radicales libres de nitrégeno, como consecuencia de procesos
inflamatorios.

52- La mejora de la bioenergética mitocondrial por la administracion de aMT sugiere que esta
molécula puede ser beneficiosa para retrasar los efectos del envejecimiento humano asociados
con este proceso.
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