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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El envejecimiento es un proceso irreversible consecuencia de un deterioro funcional
de las células, que de una manera gradual y constante, impide el correcto funcionamiento de

los distintos 6rganos y sistemas, afectando globalmente el fisiologismo normal del individuo.

No se puede confundir envejecimiento con enfermedades asociadas al mismo, como
son la enfermedad cardiovascular, la diabetes, etc., pues aunque la presencia de estas puede
acelerar el envejecimiento, no forman parte del proceso intrinsecamente considerado. Esto
es tan asi, que si se eliminasen estas enfermedades, el periodo vital del individuo aumentaria,

pero inevitablemente apareceria el envejecimiento y la muerte.

Han sido muchas las hipdtesis propuestas para entender el proceso de senectud,
teorias que se formulaban en el tiempo en funcion del grado de conocimiento que en las
épocas concretas se tenian. La préctica totalidad de ellas eran verdaderas en cuanto que eran
ciertos los hechos que las sustentaban, pero en realidad estos hechos eran mas bien efectos
que causas. Tuvo que formular Harman (1957) la teoria de los radicales libres para empezar a
establecer las bases etioldgicas fundamentales del proceso de envejecimiento. Segun este
autor los radicales libres que inevitablemente se producen en la célula, dafiarian
indiscriminadamente y continuamente todas las moléculas celulares sean estructurales o
funcionales (o de ambas funciones), de manera estocastica. Es pues un fenémeno al azar de
caracter acumulativo que provoca esa pérdida funcional celular que conduce al
envejecimiento y la muerte. La teoria de los radicales libres puede no justificar todo el

envejecimiento pero si la mayor parte de la etiologia del mismo

Mas tarde la citada teoria se centrd6 mas, adscribiéndose a la mitocondria, como el
organulo base del envejecimiento pofr dafio oxidativo, ya que es el lugar donde se producen
la gran mayoria de radicales libres, en concreto especies reactivas de oxigeno, y por tanto
donde mas dafo a todos los niveles se puede producir. Asi surge la teoria mitocondrial del

envejecimiento.

La teoria mitocondrial del envejecimiento no sélo estd justificada molecularmente,

dado que lo logico es que el mayor dafio oxidativo se produzca en el lugar donde se generan
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la casi totalidad de las especies reactivas de oxigeno, sino también lo esta funcionalmente. En
efecto, en la mitocondria reside el sistema de generacion fundamental y mayoritario de
energia a través del sistema de transporte de electrones o cadena respiratoria. La provision
energética a la célula es el hecho primario y basico que hace posible todas las funciones
celulares y cuando no se produce el citado aporte, la célula no funciona adecuadamente,
acabando con un dafio molecular que acarreard el correspondiente dafio funcional. En el

fondo de todo, esta el hecho de que la vida no es posible sin energia.

En funcidén de lo dicho, hay que entender la agresion oxidativa celular como un hecho
inevitable, como una especie de servidumbre bioldgica que hay que sufrir para poseer un

sistema eficaz de obtencion de energia basado en la oxidacioén de los macronutrientes.

Ante el citado estrés oxidativo el organismo ha dispuesto un sistema complejo de
defensa antioxidativa tanto a nivel extracelular como intracelular, tanto a nivel de membranas
como de territorio extramembranoso. Moléculas orgéanicas e inorganicas, compuestos con
caracter enzimatico como no enzimatico, sustancias liposolubles e hidrosolubles, componen

una bateria coordinada e intrincada de defensa antioxidativa.

El problema que se plantea especialmente a nivel nutricional es como se puede
intervenir para que la agresion oxidativa sea menor y/o la defensa antioxidativa sea mayor.
En el primer caso el ejemplo més evidente y casi Unico es el de la restriccion energética,
capaz como se ha visto tanto en invertebrados como en vertebrados incluyendo mamiferos, de
aumentar el periodo vital. La razén fundamental esta en que una disminucion en el aporte de
macronutrientes suministradores de energia, reduciria el fenomeno oxidativo y por tanto la

produccion de especies reactivas de oxigeno.

En el segundo supuesto indicado de mejorar la defensa antioxidativa, se encuentran
dos posibles alternativas, que pueden llevarse a cabo unitariamente o conjuntamente. Por una
parte, se pueden aportar determinados antioxidantes, sobre todo los de carécter esencial como
vitamina C, a-tocoferol, B-caroteno y otros carotenoides y flavonoides y otros compuestos
fendlicos. Esta manipulacion nutricional y alimentaria es correcta, pero tiene determinadas
limitaciones en el sentido de que solamente es eficaz cuando hay un déficit celular de los

citados antioxidantes, pues cuando no lo hay, una suplementacion excesiva y desequilibrada
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puede no conseguir el efecto deseado, y por el contrario puede conducir a reacciones

secundarias de caracter mas o menos nocivo.

Una segunda estrategia nutricional propuesta por nuestro equipo de investigacion
desde hace varios afios para la defensa antioxidativa, no consiste en el reforzamiento de esta
defensa como son los antioxidantes, sino en la instauracion de una estructura celular menos
oxidable. En sintesis, este sistema consiste en lograr una membrana celular y mas en concreto
una membrana mitocondrial mds resistente al ataque oxidativo reduciendo su grado de
instauracion a base de aumentar el nivel del 4cido graso monoinsaturado oleico en detrimento
de acidos grasos mas insaturados, especialmente el linoleico. De esta manera la agresion
oxidativa generaria una peroxidacion lipidica menor, causa importante en el conjunto del
dafio oxidativo celular. Esta biomanipulacion de las membranas celulares se puede hacer a
través de aceites de distinto grado de insaturacion que pueden condicionar la composicion en

acidos grasos de los fosfolipidos de membrana.

En funcion de todo lo dicho, el objetivo es comprobar como el distinto grado de
insaturacion del aceite alimentario puede condicionar el correspondiente nivel de insaturacion
de las membranas celulares y por tanto el menor dafio oxidativo en funciéon de una menor
peroxidacion lipidica. Para alcanzar el objetivo propuesto, nuestras condiciones de trabajo

fueron las siguientes:

a.- Aceites ensayados

Los aceites ensayados fueron dos, aceite de oliva y aceite de girasol, que representan
dos tipos claramente diferenciados. En el primero el 4cido graso mayoritario es el acido
monosaturado oleico, mientras que el aceite de girasol se carcteriza porque el 4cido de mayor

contenido es el diinsaturado es el linoleico.

Por otra parte el aceite de girasol puede considerarse que representa a toda una
serie de aceites de semillas como maiz, cartamo, soja, germen de trigo, pepita de uva y algun

otro.
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Ambos aceites ademas han sido ensayados con adicion o no del coenzima Q,
componente de la cadena respiratoria y ademas molécula identificada como claramente

antioxidante.

b.- Organulo celular investigado

Como consecuencia de lo anteriormente reflexionado, parece obligado en un estudio
de envejecimiento, investigar en el organulo celular que sustenta fundamentalmente el citado
proceso, para comprobar si el aceite de la dieta es capaz de influenciar la membrana
mitocondrial, aumentando o disminuyendo la peroxidacion lipidica, que puede o no conducir

a un dano mitocondrial y/o celular.

c.- Tejido investigado

Todos los tejidos del organismo son capaces de modificar su composicion lipidica de
la membrana por efecto de la grasa alimentaria. Dentro de ellos merece la pena estudiar los
que son postmitoticos o terminalmente diferenciados, dado que cualquier lesion o muerte

celular no tiene la capacidad regenerativa que caracteriza a los tejidos mitoticos.

Dentro de los tejidos postmitoticos se ha elegido el sistema nervioso, que por lo
acabado de indicar, en caso de dafo oxidativo, puede conducir a lesiones celulares de mayor
importancia y con caracter mas irreversible. Este interés se ve reforzado por el hecho de que
enfermedades como Alzheimer, Parkinson, etc. de cardcter neuroldgico estdn claramente

asociadas al dano oxidativo.
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1.- ENVEJECIMIENTO

1.1.- Concepto

El envejecimiento es un proceso fisiologico irreversible y por tanto inevitable, cuya
causalidad depende de diversos factores aunque cada dia cobra mayor importancia la creencia
de que es la falta de energia la causa ultima de una serie de desérdenes celulares que
conducen al citado envejecimiento. Lo que desencadena la escasez de provision energética

serd motivo de reflexion posteriormente.

La causalidad del envejecimiento no parece estar ligada a un mandato genético que a
modo de reloj bioldégico macard un principio y un final del proceso, sino a un conjunto de
casualidades que generando dafios celulares acumulativos llegard a un "umbral" que se
podria denominar de dafio celular, a partir del cual el envejecimiento fuera imposible de
detener. Es decir, en esa situacion el organismo es incapaz de poseer mecanismos para

mantener la homeostasis.

Lo acabado de exponer explica la heterogeneidad del envejecimiento en los seres

vivos, de tal modo que cada individuo envejece a una velocidad distinta, siendo también

diferente el momento de la muerte, aunque exista para cada ser un tope de periodo vital.

1.2.- Envejecimiento, periodo vital y genes

1.2.1.- Diferencia entre envejecimiento v periodo vital

El envejecimiento, que también podriamos identificarlo con el término de expectativa
de vida, es variable como se acaba de comentar y diferente al periodo vital o periodo de
tiempo maximo que ha alcanzado algin individuo de la especie que se considere. En el caso
del ser humano la informacién actual habla de un periodo vital de 125 afios, periodo de

tiempo que, al parecer, se ha mantenido constante a lo largo de los ltimos cien mil afios.
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En la Figura 1 se muestra como ha incrementado la expectativa de vida para el ser
humano en las sociedades socioecondmicamente desarrolladas a lo largo de la era cristiana.
Los cambios mas importantes en las curvas de sobrevivencia que se muestran en la Figura 1,
se producen a partir del pasado siglo (siglo XX), en donde como se puede comprobar se
produce una rectangularizacion de las curvas, lo que indica que a medida que avanza el siglo

mayor numero de individuos mueren a edades mas avanzadas.

Las razones del fenomeno descrito estan de una manera genérica justificadas, por una
reduccion en los factores que agreden al individuo y un aumento en los que lo defienden. De
una manera concreta, la anulacioén y control de los procesos infecciosos, como proceso clave
entre los primeros y una mejor alimentacion como fundamental entre los segundos, explican

en una mayor parte el porque del apreciable aumento en las expectativas de vida.

100 = \

"N

| VIDA MEDIA
30 1900 — 47 ANOS
20 - 198875 ANOS

PORCENTAJE QUE SOBREVI
A CADA EDAD
N
S

1 ] ] ] ] ] ] ] ] ]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

EDAD (ANOS) /

Figura 1 .- Supervivencia humana a lo largo del siglo XX

~
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1.2.2.- Expresion génica y envejecimiento

Existen bastantes estudios en organismos diversos, desde los de tipo unicelular
(levaduras) a vertebrados superiores, incluidos mamiferos como el ratéon, en los que se
comprueban que determinadas mutaciones genéticas prolongan o acortan el periodo vital y

asimismo mejoran la calidad de sus expectativas de vida.

También se ha observado que una manipulacidon nutricional, como la restriccion
caldrica, es capaz de afectar la expresion génica, prolongando el periodo vital (Lee C.K. et al,
1999; Blanc S. et al, 2003, Heilbronn L y Ravussin, E, 2003)

Los estudios se han centrado fundamentalmente en las siguientes especies:

a.- Saccharomyces cerevisiae.- La obtencion de mutantes en diversos genes de

determinadas vias de sefalizacion aumenta el periodo vital. Asimismo, la reduccion de
b
glucosa en el medio de cultivo (restriccion caldrica) conduce al mismo fendémeno (Guarentee

L.y Lennon C, 2000; Kennedy B.K. et al, 1995)

b- Cenorhabditis elegans.- Se han investigado en este nematodo diversas vias de

sefializacién como la de la insulina IGF-1 y la clk, que por mutacién de algunos de los genes
que las determinan, o por estimulos sensoriales gustativos, o reproductores o por restriccion
caldrica, que actlian a través de las vias citadas, conducen a un aumento del periodo vital del

gusano (Walter D.W. et al, 2000, Van Voorheis W.A. et al, 1999)

c.- Drosophila melanogaster.- También en la mosca de la fruta determinadas

mutaciones genéticas repercuten en la duracion del periodo vital (Promislow D.E.L. et al,

1999, Shaw T.H. et al, 1999; Buck S. et al, 2000)

d.- Ratén.- Ciertas mutaciones genéticas prolongan y acortan el periodo vital de los
ratones. Asimismo, la restriccion calorica conduce a una prolongacion del mismo (Kapahi P.

etal, 1999; Lee C.K. et al, 2000)
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En la Tabla 1, se observa las mutaciones genéticas en C.elegans, D. melanogaster 'y
raton. La proteina expresada del gen normal y la prolongacion y acortamiento del periodo

vital.

Tabla 1 .- Relacion entre detrerminadas mutaciones genéticas y la resistencia al estrés oxidativo

Influencia fenotipica

Especies/
mutaciones

C. elegans
age-1

Periodo vital

65% aumento

Resistencia al estrés

Aumentada (UV, calor)

Gen

Homélogo de PI(3)k humano

daf-2

100% aumento

Aumentada (UV, calor)

Homélogo del receptor de
insulina humano

daf-16

Suspension de la longevidad
por mutaciones age-1y daf-2

Suspension de la resistencia al
estrés de age-1y daf-1

Factor de transcripcién

clk-1

40% aumento

Aumentada (UVC)

Sintesis de Co Q

spe-10

40% aumento

Aumentada (UV, pero no calor)

Desconocido (defecto germinal)

spe-26

65% aumento

Aumentada (UV, calor)

Desconocido (defecto germinal)

old-1

65% aumento

Aumentada (UV, calor)

Receptor de la tirosina quinasa

ctl-1

25% disminucién. Supresion
de la longevidad conferida por

No detectada

Catalasa citosolica

las mutaciones daf-2 y clk-1

Subunidad citocromo b de la

mev-1 37% disminucion Hipersensibilidad al oxigeno

succinato deshidrogenasa

Drosophila

“ 35% disminucion Aumentada (UV, calor) Receptor acoplado a la proteina Q

Raton

30% aumento Aumentada (UV, H,0,) 30% aumento

Aumentada (ROS)

50% aumento 50% aumento

Lo mas destacables desde la perspectiva de la presente memoria, es que hay una
asociacion clara y evidente entre la duracion del periodo vital y la resistencia o no al estrés
oxidativo (Finkel T. y Holbrook N, 2000). Esta relacion en la mayoria de los casos estudiados
se explica por una aumento (o reduccion) en la actividad enzimdtica de enzimas
antioxidantes, especialmente superoxido dismutasa (Ku et al, 1993) y catalasa e incluso
enzimas relacionados con la biosintesis del coenzima Q. Este ultimo hecho ocurre en las
distintas especies estudiadas independientemente de su complejidad biologica.

Del conjunto de estudios que relacionan el envejecimiento y la expresion génica, se

pueden establecer una serie de conclusiones destacando las siguientes:
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a.- Alteraciones en genes diversos pueden prolongar o acortar el periodo vital de

distintas especies.

b.- Mutaciones en un solo gen de especies muy separadas en la evolucion, afectan al

periodo vital.

c.- La vision conjunta de genes implicados en el envejecimiento no permite ofrecer

una vision armonica.

d.- Existen algunas vias (Sir, IGF) relacionadas con el periodo vital, que parecen
mantenerse a lo largo de la evolucidon, es decir, son vias de sefalizacion altamente
conservadas, lo que las hace especialmente interesantes desde el punto de vista de la biologia

del envejecimiento.

e.- En muchos casos se observa la participacion del sistema endocrino, junto a las

vias metabolicas relacionadas con el estatus energético de la célula.

f.- Reproduccion y envejecimiento permiten ofrecer un sentido etioldgico a la vida de

las especies.

g.- Llama especialmente la atencion la participacion de insulina y hormona similar a
la insulina (IGF-I), que ademas de lo que se ha visto en relacion al envejecimiento, es tan

importante en el metabolismo de la glucosa, ademas de su general efecto anabolizante.

h.- Es también destacable la relacion entre resistencia al dafio oxidativo y afectacion

del periodo vital.

1.- La restriccion caldrica como sistema de prolongacion del periodo vital en las
diversas especies estudiadas es una situacion, que permite armonizar los hechos endocrinos,

metabolicos y de dafio oxidativo.
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2.- RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS

2.1.- Concepto de radical libre y especie reactiva

2.1.1.- Radical libre

Un radical libre (RL) se define como cualquier especie quimica (atomo, ion o
molécula) capaz de existir de forma independiente y que presenta uno o mas electrones
desapareados en su estructura (esto es, electrones que se encuentran solos en un orbital en

lugar de hallarse apareados) (Mataix J y Battino M, 2002).

Los RL pueden ser cationicos, anionicos o presentar carga neutra y, precisamente
debido a la existencia de electrones desapareados, son extremadamente reactivos y en
general muy nocivos para la célula. El electron no apareado puede pertenecer al oxigeno, y
entonces es un RL del oxigeno, o a otro dtomo como carbono (C), azufre (S), nitrogeno, (N)

siendo en estos casos también radicales libres, aunque no del oxigeno.

Los RL son mas o menos reactivos y ésta reactividad depende de la localizacion del

electron.

Siempre que un RL cede un electron a una molécula no radical o toma un electron de

ella, o simplemente se une a la misma, se produce un radical.

Existen tres mecanismos posibles de formacion de un RL:

a.- Mediante la adicion de un electron a una molécula, proceso denominado de

"transferencia electronica", que es bastante comun en los sistemas biologicos.

Asi ocurre en los casos del anion superoxido (03°), del radical hidroperéxido (HOO)
(formado a partir del superoxido y un proton) y del radical hidroxilo formado a partir del
peroxido de hidrogeno con ganancia de un electron y un proton. En éste es como si el

oxigeno molecular ganara un datomo de hidrogeno (H +¢) (Figura 2a).
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RADICALES LIBRES

@ 02 +1e-—)02.-
O, +H*— HOO"
H,O0,+1e "+ H*— HO +H,0

b)

H+

—CH=CH —CH,—CH=CH— ‘! » —CH=CH—CH—-CH=CH-

Radical de acido graso insaturado

H+

2 > —CH,~S

Radical tiol

Figura 2 .- Mecanismos genéricos de produccion de radicales libres

b.- A través de la péerdida de un proton de una molécula normal.

Por este mecanismo se pueden formar diversos RL, como radicales de dcidos grasos
insaturados (linoleico, linolénico y otros), o radicales tioles (R-S) a partir de restos de

metionina, glutation, o de proteinas diversas, etc. (Figura 2b).

c.- A través de la rotura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula,

conservando cada fragmento resultante uno de los electrones apareados del enlace (es decir,

es una fision homolitica). Este mecanismo requiere una amplia disponibilidad de energia:

A:B > A4+ B
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Existe ademas una fision heterolitica que no produce RL sino solo iones, porque los

electrones del enlace covalente se conservan, ambos, en uno solo de los fragmentos de la

molécula parental:

A:B = A +B"

Una vez formado el radical libre (reaccion de iniciacion, Figura 3a), éste tiene como

caracteristica fundamental, la capacidad de transferir el electron a otros compuestos. De

este modo se crean otros RL, generando reacciones en cadena que pueden amplificarse,

llegando a afectar progresivamente a los tejidos corporales (reaccion de propagacion,

Figura 3b)

El RL deja de ser efectivo cuando se destruye (cuando se “apaga’), por diversos

mecanismos.

- Reaccion con otro RL, compartiendo electrones y formandose una estructura

estable (Figura 3c.1).

- Reaccion con determinadas moléculas no radicales, que se convierten en RL

(pero de menor reactividad) y que, a su vez, se estabilizan dejando de ser

radicales libres (Figura 3c.2).

-

1 RO, + R
R +R

(@) Iniciacién RH

@ Propagacion R + O,
RO, +RH

(©) Finalizacién RO, + RO,

IniTiador

RO, +E ———————
2 :
k E+e+H ——

RO,
ROOH +R’

ROOR + O,
ROOR
RR

ROOH+E
EH

~

/

198(R23 - Fases de Rmakfhfnl iR 1R1B2 RARILAP Hé‘%ﬁﬂﬁ@‘féamﬁaé*c?ﬁ‘&ﬁé‘i’é}fo

propagaciimdit féontene sredridries otoosormadidaled dibiaaNR Qb )y firfatiaacidn de ke la
m_iiamia de R aariasssidaddomarnmsimosodistisitasqs (c1 yy2 o “sanveogisgging
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2.1.2.- Especies reactivas (ER)

El término especie reactiva hace referencia a un grupo de moléculas que incluyen no
solo a los radicales libres propiamente dichos, sino también a algunas especies no radicales,
es decir, sin electrones desapareados. Estas especies reactivas poseen al menos un electron
en un orbital de mayor contenido energético que el correspondiente a su estado fundamental,
lo que las hace mas reactivas, pudiendo incluso generar radicales libres. Las mds
importantes son las especies reactivas del oxigeno (ERQO). Algunos ejemplos son el ozono
(03), el peroxido de hidrogeno (H,0,), el acido hipocloroso (CIOH) y el singlete de oxigeno
0.).

En general, la vida media de radicales libres y especies reactivas es extremadamente
corta, aunque no es igual para todos. Asi, mientras algunos son suficientemente estables
como para difundir a cierta distancia desde donde se producen (H>O,, O;" ), otros (como el
radical hidroxilo HO') son tan reactivos que reaccionan a distancias no superiores a 1-5

diametros moleculares desde su origen de formacion.

Ha sido ampliamente demostrado que tanto los radicales libres como las especies
reactivas se producen de forma constante in vivo. Como consecuencia de ésto, los
organismos no solo deben tener un sistema de defensa antioxidante para protegerse de ellos,
sino también mecanismos reparadores que impidan la acumulacion de las moléculas
danadas oxidativamente (como se vera mas adelante). Sin embargo, no todos los radicales
libres se producen de forma accidental, y asi, algunos de ellos tienen papeles utiles para el

metabolismo celular, como ocurre en la sintesis de derivados eicosanoides y otros.
2.2.- Tipos de radicales libres y especies reactivas del oxigeno
En la Figura 4 se muestran diversas vias de formacion de radicales libres del oxigeno,

destacando a continuacion los aspectos mas interesantes de ellos, asi como de otros dtomos y

moléculas.
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a.- Radical superodxido

Se trata de un radical libre cargado, formado como consecuencia de una reduccioén

monovalente o0 monoelectronica del oxigeno molecular [1].

[11 Oy +e > 0Oy

Es una especie menos reactiva que otros radicales como pueda ser el HO' y aunque su
participacion en procesos citotoxicos ha sido observada en numerosos estudios (Fridovich, 1.,
1796; McCord, J.M., 1979), no parece ser una agente citotoxico que actue directamente, sino
que su principal efecto seria el de actuar como fuente de H,O; u otros radicales libres y como

reductor de iones metalicos de transicion (Cheeseman, K.H. y Slater, T.F., 1993).

Son muy variados los sistemas enzimaticos y no enzimaticos en los que se produce
este radical, asi como otros radicales. Aparentemente, la principal fuente de produccion de
anion superoxido se encuentra en la cadena de transporte de electrones mitocondrial, ya que
de un 5 a 10% del oxigeno consumido es parcialmente reducido por electrones provenientes
de los transportadores de dicha cadena (Borevis, A. y Chance, B., 1973). Asi, la
ubisemiquinona aparentemente es la responsable de cerca del 75% de superdxido formado
por esta via (Borevis, A. y Cadenas, E., 1975) y la NADH deshidrogenasa la productora del
resto ( Turrens, J.F. y Borevis, A., 1980).

Entre otras fuentes nos encontramos, el escape de electrones del citocromo Puso en el
reticulo endoplasmatico hepatico, la autooxidacion de moléculas como hemoproteinas,
hidroquinonas, catecolaminas, ascorbato, tioles, etc., 0 como productos durante los procesos
de fagocitosis en la respuesta inflamatoria, o reacciones como las catalizadas por xantina

oxidasa y aldehido oxidasa, etc., (McCord, J.M., 1989).

Como se muestra, aunque su produccion en muchos casos presenta un caracter
accidental, es cierto que en otros muchos muestra un papel funcional. Entre sus actividades se
ha observado su funcion como vasoconstrictor en células del musculo liso (Laurindo, F.R.M.
et al, 1991), o su actividad antibacteriana en las células fagocitarias activadas (McCord, J.M.,

1989).
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A pH bajos el anion superdxido podria protonarse, transformandose en el radical
perhidroxilo (HO,’), siendo esta forma protonada mas reactiva y capaz de generar
lipoperoxidacidon, “in vitro”, al poder reaccionar directamente con acidos grasos
polinsaturados libres, aunque “in vivo” se ha demostrado que su tendencia es reaccionar con
lipoperdxidos ya formados dando lugar a radicales peroxilo (Bielski, B.H.J. et al, 1983) . Sin
embargo, a pH fisiologicos menos del 1% del superdxido se encuentra en su forma protonada

(Cheeseman, K.H. y Slater, T.F., 1993).

1e”
1H*

O, +3e+3H" — > HO" +H,0

0, + 4e'+ 4H* ——> 2 H,0

Figura 4.- Diversas vias de formacion de radicales libres de oxigeno y especies reactivas de
oxigeno

Es un metabolito del oxigeno intracelular, formado por una dismutaciéon del anion
superoxido (catalizada por la superoxido dismutasa (SOD))[1], o bien directamente via

reduccion bivalente del oxigeno[2].

SOD
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[1]20,"+2H —> 0, +H,0;

[2]10;+2 ¢ +2H" —> H,0,

El H,O, al igual que el anioén superdxido, presenta un reactividad quimica limitada,
pero su capacidad para atravesar membranas y el hecho de poder generar en presencia de
iones metalicos de transicion o del O,7, el radical hidroxilo (OH"), hace que se incluya dentro
del término genérico de “especies reactivas del oxigeno”, a pesar de no ser en si un radical

libre ya que no presenta electrones desapareados.

En mitocondrias, en condiciones fisiologicas, se ha estimado una produccion de 0.3 a
0.6 pmol de H,O»/min/g de proteina, pudiéndose incrementar dicha produccion con un
aumento de PO, en el medio, lo que implica al H,O, en el efecto letal inducido por altas

presiones parciales de este gas (Chance, B. et al,1979).

Se ha observado que pequenias concentraciones de H,O, producen lisis eritrocitaria, y
asimismo puede producir la oxidacion directa de compuestos sulfidrilos, tales como residuos
de metionina de diversas proteinas e inducir indirectamente la peroxidacion de los acidos
grasos de las membranas celulares (Halliwel, B. y Gutteridge, J M.C. 1984). Igualmente, se
ha mostrado la induccién de la produccion del factor activador plaquetario por el endotelio

en presencia de H,O, ( Redl, H. et al, 1993).

En otros estudios se ha encontrado que altos niveles de perdxido de hidrogeno,
pueden inactivar a la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa en células de mamifero, asi

como a la fructosa bifosfatasa y aconitasa en plantas (Halliwel, B. et al, 1992).

El H>0,, tiene la capacidad de atravesar con facilidad las membranas biologicas,
pudiendo causar o promover el dario oxidativo en macromoléculas distantes de su lugar de
produccion (Chance, B. et al, 1979).

c.- Radical hidroxilo

Es el radical mas reactivo entre las especies oxigénicas conocidas, capaz de

reaccionar, de un modo directo, con practicamente cualquier molécula biolégica y dando
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lugar a productos que no pueden regenerarse a través del metabolismo celular. Las reacciones
tienen lugar a una velocidad muy elevada, por lo que ocurren muy cerca del sitio de origen,

de ahi que el dafo causado por este radical sea sitio-especifico.

Los mecanismo de produccion del radical hidroxilo pueden ser:

- Descomposicion del peroxido de hidrogeno en presencia de metales de transicion,
principalmente hierro ferroso (Fe*") (Minotti, G. v Aust, S.D., 1987) y cobre cuproso (Cu™

(Anuona, O.1. et al, 1991), reaccion denominada de Fenton [1], la cual sucede "in vitro".

[1] Fe** (o Cuh)+ H,0, —> OH + OH + Fe'" (0 Cu*)

- Descomposicion del anion superdxido y metales de transicion, reaccion de Haber-
Weiss o también denominada en algunos casos reaccion de Fenton conducida por el O,”

(Halliwell, B. et al, 1992)[2-1], la cual acontece "in vivo".

[2] Fe* (0o Cu")+ 0y —> 0, + Fe *(0 Cu™)

[1] Fe** (o Cu")y+ H,0, —> OH + OH + Fe** (o Cu™)

Hay otras vias de produccion de radical hidroxilo en organismos vivos, entre los que
se encuentra la fision homolitica del agua provocada por excesiva exposicion a radiaciones
ionizantes (Von Sonntg, C., 1987) o bien la descomposicién de peroxinitrilo, independiente
de metales i6nicos de transicion, (Beckman, J.S. et al, 1990). En esta Gltima via también
interviene el anion superoxido, ya que es el causante de la formacion de radical peroxinitrilo
al reaccionar con el oxido nitrico (NO’), especialmente en fagocitos y células endoteliales

vasculares (Saran, M. et al, 1989).

d.- Singlete de oxigeno

No se trata de un radical en si, pero junto al radical hidroxilo, es considerada como

una de las principales especies oxigénicas capaces de reaccionar directamente con
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macromoléculas como puedan ser acidos grasos (Sevanian, A y Hochstein, P. 1985;

Halliwell, B. y Chirico, S., 1993).

Es producido por absorcion de energia por una molécula de oxigeno, lo que causa una
nueva disposicion de los electrones como consecuencia del cambio de orientacion de uno de
sus espines. La via mas importante de produccién en sistema bioldgicos se da cuando ciertos
compuestos son iluminados en presencia de oxigeno, estos compuestos absorben la luz,
adquiriendo un estado de alta excitacion electronica, y transferiendo ese exceso de energia al

oxigeno con lo que se convierte en oxigeno singlete (Halliwell, B. y Chirico, S., 1993) [1] .

Luz
Compuesto —> Compuesto* (excitado)
[1]

Compuesto* + 0, —> '0,+ Compuesto

Entre estos agentes fotosensibles, nos encontramos colorantes (p.ej. eosina), cierto
tipo de drogas (p.ej. tetraciclinas) y una serie de sustancias encontrados en el cuerpo humano,
como pueden ser porfirinas, riboflavinas y bilirrubina (Halliwell, B. y Chirico, S., 1993). Asi,
por ejemplo, en pacientes con cierto tipo de porfiria, se produce acumulacion de porfirinas
que pueden provocar dafio en la piel, al interactuar la luz solar con ellas dando lugar a la

formacion de oxigeno singlete (Krinsky, N.1., 1989).

A pesar de la capacidad del oxigeno singlete para reaccionar con acidos grasos, no se
puede considerar como un inductor de la peroxidacion lipidica, como pueda serlo el OH,
puesto que reacciona directamente con el acido graso para dar peroxidos [2], sin que exista
sustraccion de hidrogeno, no dandose por lo tanto las reacciones en cadena (Halliwell, B.

Chirico, S. 1993, Frankel, E.N., 19584).
[2] '0,+LH —> LOOH
La reaccion de perdxidos entre si, pueden producir oxigeno singlete, siendo esta otra

via de produccion, aunque menor, puesto que la probabilidad de colision entre estos

perdxidos es baja.
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Otra via de produccion es la observada por Kanofsky y Sima (Kanofsky, J.P. y Sima,
P., 1991), en la que la interaccion del ozono con ciertas moléculas biologicas produce

oxigeno singlete.
2.3.- Radicales libres y especies reactivas de otros atomos y moléculas

Se pueden encontrar radicales libres y especies reactivas centrados sobre atomos y
moléculas diferentes al oxigeno. De ellos se expone a continuacion una breve y obviamente

incompleta relacion:

Radicales libres derivados del nitrogeno.- Se trata del dioxido de nitrogeno (NO;) y

del oxido nitrico (NO). Son moléculas que se respiran con el aire y que pueden reaccionar
rapidamente con compuestos de tipo hemo. Ambas son estables, si bien el oxido es mucho
mas reactivo con moléculas organicas que el dioxido. Por su parte, el NO; reacciona con
diversas moléculas formando RL. El NO es relativamente inestable en condiciones
aerobicas, y se genera en un proceso NADPH-dependiente mediante una NO-sintetasa, de la
cual existen diferentes subfamilias. No tiene importantes propiedades citotoxicas y es
fisiologicamente un potente vasodilatador, originariamente conocido como un factor de

relajacion derivado del endotelio.

Radicales libres derivados del azufire.- El atomo de azufre puede dar lugar a

radicales tiol (RS), los cuales pueden formarse de la oxidacion de glutation, de metionina y
cisteina, y reaccionar también con NO y NO,. Por ejemplo, muchas reacciones entre NO,,
isoprenos y otros constituyentes del humo del tabaco, producen especies que inactivan

oxidativamente la antiproteasa humana.

Radicales libres derivados del carbono (R).- Resultan del ataque de un radical

oxidante (HO') sobre una estructura biologica, como aminodcidos, carbohidratos, dacidos
grasos y bases diversas, a la que sustrae un dtomo de hidrogeno que esta unido a un
carbono. La reaccion del R con el oxigeno es muy rapida y forma el correspondiente radical
peroxilo (radical alquilperoxilo) (OOR). A su vez, OOR puede generar el radical alcoxilo

( OR) altamente inestable, que se apaga o decae rapidamente a través de un mecanismo

llamado de f3-escision.
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Radicales libres de tipo ariloxilo (ArQ).- Son una forma mas general de los radicales

fendlicos derivados de los radicales fenoxilicos primarios (CsHsO') provenientes del fenol.
Los radicales fenoxilicos se pueden generar del fenol por accion tanto del OH como de
radicales oxidantes,; pueden originarse también a partir de antioxidantes fenolicos (por
ejemplo, a-tocoferol), hidroxianisol butilato (BHA), o butil hidroxitolueno (BHT). ArO’ se
forma de antioxidantes fisiologicos heterociclicos (serotonina, 5-OH-Trp, etc.) y algunos
derivados aromaticos hidroxilados (8-hidroxiguanosina, acido urico, naftol y otros). Estos

tipos de radicales se apagan rdapidamente y no son tan reactivos como los del oxigeno.

Radicales libres derivados del cloro.- Aunque no es un radical, el acido hipocloroso

(HOCI) es un compuesto altamente reactivo. Se produce durante la fagocitosis o como
resultado de la actividad mieloperoxidasica sobre el H>O,. El CIOH es un potente oxidante
del grupo -SH de la superficie celular y puede inhibir los sistemas de transporte de

membrana, asi como llegar a “clorar” residuos de tirosina.

Radicales libres procedentes de las quinonas.- Se trata de radicales libres que son

importantes en varios procesos biolégicos. Son el radical semiquinona (HQ)) y el radical

anion semiquinona (Q").

En la Tabla 2 se presenta un sumario de los RL y especies reactivas de mayor
trascendencia biologica, asi como sus fuentes mas destacables. Desde el punto de vista de la

agresion oxidativa los mas importantes son: O;", HO, H,O,, OOR’, R-S"y CIOH.
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Radicales Libres

Tabla 2

y Especies Reactivas de relevancia bioldgica y vias
~metabdlicas donde se generan e e

Oxigeno singlete o,

0;
Diéxido de nitrégeno NO,
Oxido nitrico N.O.

Peroxido de
hidrégeno

H,0,

HO'

Anién Superéxido 0,

Hidroperoxilo

OR

HOO'

Especies de oxigeno
parcialmente
reducidas

Atmosfera
Met.abolito de la arginina

Cadena de transporte

electrénico mitocondrial y

microsomal, XO/XDH,
oxidasas celulares
diversas, fagocitos - -

Deriva del anterior

Acidos grasos de
fosfolipidos de
membrana, aminoacidos,
hidratos de carbono

Deriva del anterior

Cadena de transporte
electronico
mitocondrial,
metabolismo de
peroxisomas y

(o]
n
. : o
Acilperoxilo R-C-00
Arilperoxilo Aroq
Acido hipocloroso HoCI
Radical semiquinona HQ'

Radical anién

Rk

semiquinona

Radical tiol R-S

degradacion de purinas

2.4.- Fuentes de produccion de radicales libres y especies reactivas

Deriva del anterior

Acidos grasos de
los fosfolipidos de -
membrana

‘Deriva del anterior

Fenol
Deriva del anterior

Se forma en
f_ago_cito_s 54

Cadena respiratoria

Cadena respiratoria

Aminoacidos
azufrados de
proteinas

Son muchas y variadas las fuentes de RL y ER, pudiendo diferenciarse en enddgenas
y exogenas. Entre las enddgenas se encuentran, el sistema de transporte electronico
mitocondrial, el sistema de transporte electronico microsomal, diversas enzimas oxidativas
citosolicas y peroxisomales, las hemoproteinas y la actividad derivada del proceso de
fagocitosis. Entre las fuentes exdgenas destacan los xenobioticos, determinados venenos y
toxinas, diversas moléculas propias de los fendémenos de polucion, las radiaciones ionizantes
(especialmente los rayos g, rayos X y UV), farmacos diversos, el ozono, hiperdxia e

isquemia-reperfusion, el alcohol y otros.

A continuacion se exponen con mas detalle algunas de estas fuentes, con especial

atencion a aquellas que destacan por su elevada produccion de RL y ER.
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a.- Sistema de transporte electronico (Cadena respiratoria)

Bajo condiciones fisiologicas normales, esta puede ser considerada como la mayor

fuente de produccién de radicales libres de forma accidental.

Del total del oxigeno que llega a la cadena de transporte de electrones mitocondrial, el
90 al 95% del mismo es metabolizado a agua mediante la via de la reduccion tetravalente, sin

formacion de intermediarios toxicos [1].

[1] O, +4¢ +4H" —> H,0;

Sin embargo, el 5-10% del oxigeno consumido sufre una reduccion monovalente, por
electrones procedentes de los transportadores de la cadena que escapan al control de la misma
(Borevis, A. y Chance, B., 1973), dando lugar a la formacion de anidon superodxido, el cual
rapidamente se dismuta, por acciéon de la superdxido dismutasa a peroxido de hidrogeno
(Boveris, A. y Cadena, E., 1975), con la consecuente formacion posterior de radical hidroxilo

mediante la reaccidon de Fenton o de Haber-Weiss.

Se han observado dos sitios principales en la formacion de estos radicales libres, uno
es el paso de ubiquinona hacia citocromo C;, donde el intermediario semiubiquinona es capaz
de reducir oxigeno a anioén superdxido, siendo este paso el responsable de practicamente el
75% de anion formado (Borevis, A. y Cadenas, E., 1975); el otro paso es a nivel de la NADH
deshidrogenasa (Turrens, J.F. y Borevis, A., 1990).

La produccion de superdxido por esta via aumenta bajo dos diferentes condiciones
fisicas, principalmente, una de estas vias, es cuando la concentracion o consumo de oxigeno
se encuentra incrementado, como puede ser por ejemplo en el caso de actividad fisica
(Litarru, G.P., 1994), en la que el consumo de oxigeno puede aumentar de 10 a 40 veces con

respecto al estado de reposo (Aw, T.Y. et al, 1986).

La otra via, se da cuando la cadena de transporte de electrones esta completamente
reducida, como puede suceder durante el periodo de isquemia y posterior reperfusion

(McCord, J.M., 1989; Flitter, W.D., 1993).
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b.- Sistemas de transporte electronico no fosforilante

S (Sustrato)

Figura 5.- Ejemplo de sistema hidroxilante microsomal hepatico, con formacion de anion superoxido

El reticulo endoplasmico, es decir, la fraccion microsomal de la célula, contiene
sistemas de transporte electronico no fosforilante (diferente del transporte electronico
mitocondrial que es fosforilante). Dichos sistemas participan en diversas reacciones de
hidroxilacion y desaturacion que pueden tener cardcter biosintético o degradativo, y de las

cuales se van a citar algunos ejemplos destacables. En algunas reacciones de hidroxilacion

se producen RL y ERO.

Un sistema de hidroxilacion microsomal hepdtico se muestra en la Figura 5. Dicho

sistema esta constituido por una flavoproteina denominada NADPH-citocromo Psg
reductasa, y un citocromo microsomico, el Pysg. Como se observa, en la primera etapa un
equivalente electronico es transferido desde NADPH a la flavoproteina FAD a la que reduce
por completo. Posteriormente, los electrones son transferidos desde la flavoproteina
reducida a la forma oxidada del citocromo Pysg (F e3+) para dar la forma reducida Pysg

(Fe’*). Esta con oxigeno molecular (O;) conduce a un compuesto intermedio capaz de
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originar finalmente el sustrato hidroxilado correspondiente (S-OH), pero en esta etapa

intermedia se ha formado anién superoxido (O;)".

La hidroxilacion puede darse en diversos compuestos de gran importancia biologica
como esteroides o acidos grasos. Ejemplos destacables en este segundo caso, son la
formacion de eicosanoides a partir de dcido araquidonico y la autoxidacion de

catecolaminas.

Por ultimo, otras fuentes potenciales de RL y ERO a nivel microsomal se encuentran
en el metabolismo de diferentes xenobioticos (farmacos, componentes alimentarios, polucion,
tabaco, etc.), que a través de oxido-reducciones, producen esos radicales.

c.- Sistema de la xantina oxidasa

Se trata de un enzima encargado de catalizar la oxidacion de hipoxantina a xantina y
de esta a acido urico, acoplando a dicha oxidacién una reduccién monovalente del oxigeno

molecular, con la consiguiente formacion de anion superoxido.

En condiciones fisioldgicas normales se encuentra en su forma nativa, xantina
deshidrogenasa, la cual utiliza NAD" como aceptor de electrones, no teniendo lugar por lo
tanto la reduccion de oxigeno molecular ni la formaciéon de O,". En tejidos sanos el
porcentaje del enzima en su forma oxidada es muy bajo, habiéndose observado en algunos
estudios un valor aproximado de un 10%, aunque este porcentaje podria ser debido a
intermediarios proteoliticos, creados durante la degradacion normal de la proteina en la célula

(Roy, R.S. y McCord, J M., 1983).

Sin embargo, durante alteraciones de los mecanismos homeostaticos celulares, como
puede suceder en isquemia (Figura 6) o hipoxia, tiene lugar un gran aumento en la
conversion de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa, aumento consecuente de un
incremento en la concentracion de Ca®" intracelular y activacion de determinadas proteasas.
La proporcion y mecanismo de transformacion de xantina deshidrogenasa a oxidasa podria
ser especifica del tejido en la que tiene lugar (Roy, R.S. y McCord, J.M.,1983), pudiendo ser
convertida por una proteolisis limitada (Batelli, M.G. et al, 1972), o por oxidacion de grupos

tioles (DellaCorte, E. y Stirpe, F., 1972).
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En numerosos estudios se ha observado la participacion de esta fuente de produccion
de radicales en distintas patologias o dafios fisiologicos, como por ejemplo en la
isquemia/reperfusion (Friedl, H.P. et al, 1990; Granger, D.N. et al, 1981), sindrome de
distres respiratorio del adulto (Grun, C.M. et al, 1987), shock hemorragico o traumatico
(Redl, H. et al, 1993), quemaduras (Friedl, H.P. et al, 1989), etc., observandose en todas ellas
degradacion del pool de nucledtidos de adenina, degradandose el ATP a hipoxantina y
xantina, aumento del Ca* intracelular, aumento de acido Urico consecuente de la actividad de
la xantina oxidasa, etc. El ejercicio fisico intenso presenta similitud con las observaciones
anteriores, por lo que en esta situacion también podria actuar esta via de produccion de

radicales libres (Sjodin, B. et al, 1990).

Igualmente, se ha observado que la adicidon de alopurinol inhibe la xantina oxidasa, lo
cual representa una proteccion frente al dafio producido por isquemia/reperfusion en distintas
especies animales (Parks, D.A. et al, 1982; McCord, J M., et al, 1985; Werns, S.W. et al,
1986, Johnson, W.D. et al, 1991).

A pesar de los numerosos estudios realizados sobre este enzima, sigue existiendo
controversia acerca de su papel real en ciertas patologias, controversia basada en las
marcadas diferencias, tanto en la distribucion como en la concentracion de la misma en los
distintos modelos animales usados, observandose por ejemplo una gran actividad de xantina
oxidasa cardiaca en ratas, perros y ratones mientras que en conejos, cerdos y humanos se ha

mostrado una muy pequefia actividad de la misma (de Jong, J.W. et al, 1990).
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Figura 6.- Mecanismo de generacion de anion superdxido por xantina oxidasa durante una isquemia

reperfusion

d.- Fagocitosis

En la introduccion de este capitulo se apuntaba al proceso inflamatorio como base

etiopatogénica de determinadas enfermedades, debido a la formacion de gran cantidad de

RL por células fagociticas.

La inflamacion representa una respuesta del organismo a una serie de estimulos, es

decir, la respuesta normal de un tejido a una agresion de tipo mecdnico, quimico o

infeccioso. Tiene cardcter de proteccion local cuya mision es destruir, diluir o aislar, bien al

agente agresor o bien al tejido daniado. Hace veinte siglos, el médico romano Celsus la

caracterizo en su forma aguda por la tetralogia: rubor, tumor, calor y dolor, con la pérdida

asociada de funcionalidad.
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El que la inflamacion sea aguda o cronica depende de la regulacion humoral y de la
respuesta celular. Ademas, las moléculas que se consideran normalmente mediadores de la
inflamacion a varios niveles son muy numerosas. Un hecho comun a todo tipo de inflamacion
es la infiltracion en el tejido afectado de células capaces de moverse libremente. Se trata
fundamentalmente de leucocitos polimorfonucleares, aunque también es posible encontrar
monocitos y macrofagos. Estas células se activan y llevan a cabo la fagocitosis a través de
un mecanismo de consumo de oxigeno, que no es sensible al cianuro (es decir, no
mitocondrial). Dicho consumo de oxigeno puede llegar a ser de hasta veinte a treinta veces
superior al que existe previo a la activacion. El consumo de oxigeno por neutrofilos y
macrofagos se debe a la accion de un sistema citocromo b,45-NADPH que oxida a una

flavoproteina ligada a la membrana plasmadtica.

Como consecuencia del proceso de fagocitosis aumenta la produccion de NADPH a
través de la ruta de las hexosas fosfato. De forma paralela, hay un incremento en la
generacion de anion superoxido, radical hidroxilo, peroxido de hidrogeno y dcido
hipocloroso, especies todas capaces de daniar la membrana celular y las biomoléculas
asociadas a ella, ademas de cumplir su especifica mision de defensa del organismo

destruyendo oxidativamente al agente agresor.

Si el estimulo que genero el proceso de fagocitosis continua, se puede llegar a una
situacion de inflamacion cronica caracterizada por la formacion de un tejido vascular

granulomatoso que finalmente se convierte en tejido fibroso.

Tal y como acaba de mencionarse, los macrofagos y ciertas células fagociticas
producen una gran cantidad de superoxido, durante la denominada "explosion" oxidativa (o
explosion respiratoria) que sigue a su activacion y que es fundamental para la destruccion

de los gérmenes invasores. La reaccion implicada es la siguiente:

NADPH
Oxidasa
(flavoenzima)

NADPH +20, —> NADPH'+H" +20,"
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Ademds de la accion a través del O;" existe otra linea de defensa que utiliza este
anion superoxido y que se basa en la existencia de mieloperoxidasa, que previamente oxida

los halogenuros (hidruros de halogenos) en halogenos:

2CT —>CL,
2Br —> Br;
2I —1I,

Estos halogenos en contacto con aniones superoxido producen hipocloritos o
hipobromitos, que son aun mds activos que aquél a la hora de degradar sustancias extranas.
Cl +0;” —>2CIO
Br, + 0O;" —>2BrOr

e.- Metales de transicion

Radicales libres como O,” y H,O, han sido mostrados como radicales con baja
reactividad directa sobre macromoléculas, centrdndose su mayor peligrosidad en la
produccion de otros radicales mucho mas reactivos, como el OH', para lo cual requieren la

participacion de iones metalicos de transicion.

Entre estos metales, el hierro ha despertado gran interés, por su abundancia y por su

participacion en la generacion de OH' ,mediante la clasica reaccioén de Fenton [1].

[1] Fe*" + H,0, —> OH + OH + Fe**

La reaccion de Fenton se ve estimulada por agentes reductores, lo cuales son capaces
. .y . + + .
de oxidar el i6n ferrico (Fe’") a ferroso, ya que el Fe’* no es nada reactivo con el H,O,. Entre
estos agentes reductores se encuentra el ascorbato [2] o el anion superoxido [3].

[2] Fe’" + Ascorbato —> Semidihidroascorbato + Fe**

[3] Fe’ +0,;" —> O, +Fe?
Otro 16n metdlico que despierta un interés creciente es el cobre, siendo

frecuentemente utilizado in vitro para estimular la lipoperoxidacion de lipoproteinas de baja
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densidad, aunque necesita la presencia de trazas de perdxidos lipidicos [4] (Estrebauer, H. et

al, 1989).

Cu”'+LOOH —> LOO +H'+Cu’

[4]
Cu"'+LOOH —> LO'+OH + Cu*

Se ha observado que el cobre “in vitro” estimula mas que el hierro la formacion de
especies reactivas del oxigeno que puedan causar dafio a bases del ADN (Guyton, K.Z. y

Kensler, T.W., 1993).

En vista a las actuaciones de los iones metalicos en la formacion de radicales libres,
un sistema preventivo de la oxidacidon podria ser la utilizacion de compuestos que atraparan
estos iones, dificultando su encuentro con los radicales libres. De hecho el organismo tiene un
perfecto sistema de transporte y almacenamiento de estos iones mediante proteinas
especiales. Sin embargo el estrés oxidativo puede liberar iones metalicos de las estructuras
que los contienen, como por ejemplo, el O,” que puede movilizar hierro desde la ferritina y el

H,0; que puede atacar grupos hemo, liberando el hierro ( Saran, M. y Bors, W., 1990).

2.5.- Objetivos biologicos de los radicales libres y especies reactivas

La capacidad de cada radical libre o especie activa como potencial agente
prooxidante viene determinada, desde el punto de vista quimico, por cuatro caracteristicas
basicas, como son su reactividad, especificidad, selectividad y difusibilidad. Asi, una especie
muy reactiva como el ‘OH reaccionara con cualquier molécula que tenga cerca, sin
especificidad alguna, y el peligro radicara en la importancia funcional del compartimento
celular en el que se origine o la molécula a la que ataque. De esta forma, si la molécula
atacada es una base purinica o pirimidinica del nucleon ADN, se pueden generar graves
modificaciones de éstas e incluso una rotura simple o de las dos hélices de esta molécula.
Por el contrario, si la produccion del radical tiene lugar en un entorno como el plasma
sanguineo y la molécula daniada es una de las enzimas que se hallan presentes en gran

exceso, el dario biologico real serd practicamente imperceptible.
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Otra especie menos reactiva que el radical hidroxilo, como es el anion superoxido,
reaccionard de forma menos indiscriminada pero con mayor especificidad y mayor
selectividad en cuanto a sus “dianas”, por lo que su actuacion puede tener mayores
consecuencias biologicas. A lo anterior hay que anadir la difusibilidad de RL y ERO, que a
su vez depende de la reactividad y de la carga neta del radical libre. Asi, por orden creciente
de reactividad, estan el Oy <H>0,<OH. Estos son los tres compuestos con mayor capacidad
de difusion, capaces de reaccionar con moléculas que estan alejadas de su lugar de origen, e
incluso de internarse en otros compartimentos celulares por su capacidad de atravesar las

membranas celulares al no tener carga ionica.

Debido a estas caracteristicas, algunos RL y ERO pueden interactuar rdpidamente y
modificar tanto pequeiias biomoléculas libres (vitaminas, aminodcidos, carbohidratos
simples, lipidos), como macromoléculas (proteinas o acidos nucleicos), o estructuras
supramoleculares (membranas y lipoproteinas). Basicamente, los objetivos (blancos) de los

RL y ERO son cinco:

- Biomoléculas organicas de bajo peso molecular.
- Proteinas.

- Acidos nucleicos.

- Activacion génica.

- Acidos grasos insaturados.

2.5.1.- Biomoléculas organicas de bajo peso molecular

Entre ellas sobresalen las siguientes:

- Vitaminas: Acido ascorbico, carotenoides, a-tocoferol, quinonas.
- Hidratos de carbono: Glucosa, ribosa.

- Aminoacidos: Histidina, triptofano, cisteina, metionina.

- Acido urico.

- Colesterol.

- Pequerios péptidos solubles como el glutation.
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Las reacciones de RL y ERO con las vitaminas A, C, E y quinonas, glutation y acido
urico, llevan habitualmente a la fase de finalizacion de la cadena de reaccion de radicales y

seran discutidos en el apartado de antioxidantes.

Los hidratos de carbono estan sujetos a degradacion oxidativa pudiéndose producir

radicales de aziicar por la reaccion del OH'. En dicha reaccion tiene lugar la pérdida de un
hidrogeno de cualquiera de los atomos de carbono. Asi, se puede generar una desoxirribosa
con un radical centrado en el cuarto carbono. En este caso, reacciones sucesivas del radical
del azucar llevan a una rotura del ADN, seguido a su vez de la liberacion de la base intacta

o del azucar modificado. Los_ mucopolisacaridos, como el dacido hialurénico, pueden ser

despolimerizados por el ataque de RL/ERO en el fluido sinovial (lo que justificaria la

artritis) y también los proteoglicanos pueden sufrir danios oxidativos similares.

Algunos aminodcidos sufren modificaciones oxidativas directas que pueden alterar su
papel fisiologico después de la interaccion con RL/ERO. Las modificaciones que tienen lugar
pueden ser reversibles (por ejemplo, la oxido-reduccion de los grupos tioles), o bien

irreversibles (por ejemplo, la rotura del anillo de histidina o triptofano).

La oxidacion del colesterol es de particular interés biologico, puesto que se producen
hidroperoxidos de colesterol y una familia de oxisteroles oxidados sobre el anillo [ del
esterol, y derivados del colesterol oxidado estan implicados en la aterosclerosis y en la
enfermedad cardiovascular. Ha sido también postulado, que la presencia de oxisteroles en la
sangre puede ser el resultado de un eficaz mecanismo antioxidante in vivo. Dicho sistema se
basa en la posible interaccion a nivel de la sangre y diversos tejidos de diferentes elementos

oxidantes con colesterol, y los derivados oxidados del mismo serian excretados via biliar

fecal.

2.5.2.- Proteinas
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Los radicales libres son capaces de atacar residuos aminoacidicos de proteinas, dando
lugar a entrecruzamientos cataliticos, cambios en la conformacion y pérdida de funciones
(Winrow, V.R. et al, 1993). Este dafio es rapidamente eliminado por proteasas, evitando la

acumulacion de proteinas dafiadas, existiendo un fino balance entre dafio y reparacion.

El ataque de radicales libres a proteinas podria ser clasificado en dos categorias

(Litarru, G.P., 1994):

a) Ataques difusos, dando lugar a modificaciones generalizadas.

b) Ataques selectivos, dando lugar a modificaciones en sitios especificos.

En las primeras modificaciones se producen ataques en diferentes regiones de la
estructura proteica, dando lugar a alteraciones estructurales, agregaciones intra e
intercatenarias, fragmentacion y/o desnaturalizacion. Este dafio es comunmente observado
como consecuencia de exposiciones a radiaciones ionizantes, 0Zono 0 como consecuencia
secundaria de cadenas de propagacion de radicales libres, entre las que destaca la
lipoperoxidacion y especialmente la produccion de entrecruzamiento catalitico por parte del

malondialdehido (Figura 7) (Gillery, P. et al, 1991).

Las modificaciones especificas, son extremadamente selectivas, siendo los
aminodcidos lisina, histidina, arginina y prolina los mas frecuentemente atacados (Litarru,
G.P., 1994). En este tipo de dafio oxidativo juega un papel importante los metales de
transicion, siendo los enzimas que contienen metales de transicion los que aparentemente
presentan mayor riesgo de suftrirlas (Stadtman, E. R., 1990). Estas modificaciones son
normalmente llamadas "oxidaciones catalizadas por metales" y casi siempre implican
cambios covalentes, siendo estas proteinas las mas susceptibles a la accioén proteolitica de

proteasas intracelulares especificas .
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PROTEINA- NH , + H-C-CH2-C-H + H,N-PROTEINA
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PROTEINA-N=CH-CH=CH-NH-PROTEINA

Figura 7.- Alteracion proteica por efecto de los radicales libres

Estos ataques oxidativos a proteinas dan lugar, entre otras consecuencias, a
alteraciones en la permeabilidad de las células de diferentes tejidos. Asi, en células
miocardicas se ha observado una disminucion en la permeabilidad al Na” y Ca*" y un
incremento en la salida de K', como consecuencia de ataques oxidativos a ATPasas Na'/K" e
intercambiadores Na'/Ca®" (Ramon, J.R., 1993). También se han observado ataques a
ATPasas dependientes de calcio, dando lugar a alteraciones de la homeostasis del calcio
intracelular, pudiéndose producir dafos a nivel del citoesqueleto y roturas de ADN y ARN

(Orrenius, S. et al, 1989).

Numerosos estudios han mostrado el dafio producido por sistemas generadores de
radicales libres a gran variedad de proteinas celulares y plasmaticas, por ejemplo en procesos
inflamatorios se ha observado el dafio a inmoglobulinas G (IgG), dando lugar a IgG alteradas
(Lunec, J. et al, 1986, Griffiths, H.R. y Lunec, J, 1989) y a la antiproteasa alfa-1-antitripsina

como consecuencia de la oxidacion de residuos de metionina (Carp, H. et al, 1982).
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2.5.3.- Acidos nucleicos

Las alteraciones del ADN, como molécula portadora del material genético, merece
una atencion muy especial, siendo importante conocer las consecuencias de la interaccion del
ADN con el estrés oxidativo. Asi, en patologias en las que el estrés oxidativo es elevado,
tales como anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, esclerodermia, cancer, hipertension
arterial, envejecimiento, etc., se observa un mayor nivel de mutaciones, entrecruzamientos,
roturas espontdneas en las cromatidas, pérdida de fragmentos cromosdémicos , llegandose
incluso a la pérdida total de determinados cromosomas, como es el caso del X en ciertos

casos de envejecimiento en mujeres (Roche, E. y Romero-Alvira, D., 1996).

Las alteraciones de ADN que mas frecuentemente se observan en situaciones de estrés
oxidativo son incremento en los niveles de fragmentacion y modificaciones oxidativas en la

bases puricas y pirimidicas.

El papel del oxigeno en la mutageneidad del ADN en bacterias fue demostrada hace
casi treinta afios (Fenn, W.O. et al, 1957). Hoy en dia, se ha demostrado la interaccion de los
radicales libres del oxigeno con el ADN, bien directamente como en el caso del radical
hidroxilo o bien indirectamente como es el caso del H;O, y O,” en presencia de metales de
transicion y como consecuencia de la formacion de radical hidroxilo, siendo el H,O,
altamente peligroso por su capacidad para atravesar membranas y producir OH" ( Nassi-Calo,

L. et al, 1989, Breimer, L.H., 1990).

Otro dafio indirecto sobre el ADN por parte de los radicales libres, es el producido
mediante endonucleasas calcio dependientes, cuya actividad se incrementa como

consecuencia de un aumento de Ca”" intracelular (Roche, E. y Romero-Alvira, D., 1996).

Dentro de las alteraciones mas frecuentes en las bases puricas, destaca la formacion
del 8-hidroxiguanina, con un alto efecto mutagénico y responsable de que durante la
replicacién se empareje con la adenina en vez de la citosina . Respecto a las bases
pirimidicas, se encuentran los glicoles de timina y citosina y los hidratos de pirimidina, los
cuales dan lugar a fragmentacion ya que las bases afectadas no pueden emparejarse

correctamente (Roche, E. y Romero-Alvira, D., 1996). Igualmente, pequeias proporciones de
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OH' pueden interactuar con los azlicares componentes del ADN, dando lugar a la formacion

de radicales de azucares (Dizdaroglu, M., 1993).

El NO, también puede dar lugar a reacciones de desaminacion y despurinizacion,
mediante el N,Os formado en la interaccion de NO, oxigeno y O," . También se ha observado
entrecruzamientos producidos por la interaccién del malondialdehido (MDA) con los grupos

aminos del ADN (Roche, E. y Romero-Alvira, D., 1996).

En los procesos de excitacion fotoquimica , como sucede en la exposicion a
radiaciones UV, el oxigeno molecular da lugar a la formacién de anién superoxido y
conjuntamente a la formacion de oxigeno singlete, interactuando este ultimo directamente

con el ADN, aumentando el dafio directo que produce el radical hidroxilo.

El ADN mitocondrial, por su localizacion en el entorno de la cadena de transporte de
electrones, principal fuente de especies reactivas del oxigeno, presenta una mayor tasa de
fragmentaciones y mutaciones por modificaciones oxidativas de sus bases, por ejemplo la
presencia de 8-hidroxi-2desoxiguanosina es 16 veces superior a la encontrada para el ADN
nuclear (Ritcher, C. et al, 1988), siendo esta mayor tasa de mutacién muy importante en los

procesos de envejecimiento.

2.5.4.- Acidos grasos insaturados

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) existen como acidos libres (acido
araquidonico, dcido eicosapentaenoico, etc.), como tioésteres (Acil Co A) y como ésteres
(fosfo y esfingolipidos, ésteres del colesterol, triglicéridos). La oxidacion de PUFAS se
conoce como peroxidacion lipidica, siendo especialmente importante la que ocurre a nivel de
los contenidos en los fosfolipidos de las membranas celulares (o de lipoproteinas). Este
fenomeno oxidativo es la expresion mas conocida de la toxicidad de RL/ERO. El que los
fosfolipidos sean componentes basicos de todas las membranas celulares, resalta la

importancia del citado proceso oxidativo. Ademas este hecho explica, en gran medida, las
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alteraciones estructurales y funcionales en las que estan implicados RL y ERO en numerosas

enfermedades.
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Figura 8.- Peroxidacion lipidica del dcido linoleico de membrana biologica

En la Figura 8 se muestra esquemdaticamente la peroxidacion lipidica que puede
sucederle al acido graso poliinsaturado linoleico de un fosfolipido de membrana. Los
PUFAS naturales poseen dobles enlaces C=C de tipo cis. Cada doble enlace esta separado
del sucesivo por un CH; alilico, lo que le hace particularmente susceptible al ataque de los
RL. En efecto, un RL con suficiente energia puede facilmente abstraer un atomo de
hidrogeno del carbono metilénico alilico de un PUFA (LH) iniciando asi una reaccion en
cadena en la masa lipidica. Como consecuencia, el lipido se transforma en un radical
centrado en un carbono(L); esto se acompariia de una reordenacion de los enlaces que se
estabilizan gracias a la formacion de dienos conjugados. L reacciona rapidamente con O,
formando un peroxi-radical lipidico (LO;") que puede a su vez abstraer un atomo de H; de

otro PUFA dejando un radical sobre el carbono y un hidroperoxido lipidico (LOOH).
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La cadena de reacciones de los RL consiste en tres etapas esenciales: Inicio,
propagacion y terminacion (Figura 3). La propagacion continua hasta que dos RL se unen
para terminar la cadena. Por tanto, un unico evento de iniciacion puede provocar la
conversion de numerosas cadenas de PUFA en hidroperoxidos lipidicos. Asi, un unico evento
inicial que desencadene la peroxidacion lipidica puede ser amplificado hasta que se agote la
disponibilidad de O, y de cadenas de PUFA no oxidadas. Por otra parte, la duracion y la
velocidad de la cadena de peroxidacion dependen directamente del grado de insaturacion
lipidica. Para una serie de dacidos grasos insaturados de uno a seis dobles enlaces, esta
velocidad aumenta segun la relacion 0,025: 1:2:4:6:8 (mas de 300 veces del primero al

ultimo. acidos oleico, linoleico, araquidonico, eicosapentaenoico, docosahexaenoico).

La peroxidacion lipidica da origen a numerosos productos (muchos de ellos

biologicamente activos y citotoxicos), que pueden dividirse en tres categorias principales:
a.- Productos de rotura de la cadena
b.- Productos formados de la reordenacion del LOOH, o reordenacion y sucesivas
oxidaciones (hidroperoxidos, epidioxidos, dihidroperoxidos, endoperoxidos biciclicos y

compuestos mono, di-, tri-, ceto- y epoxi-hidroxidos).

c.- Productos de oxidacion de alto peso molecular por reacciones de polimerizacion

que provocan enlace eter-peroxi- y C-C cruzados en la molécula de lipido peroxidado.
En la primera categoria (a), se encuentran sustancias que se obtienen de la rotura de
dobles enlaces C-C adyacentes a un grupo hidroperoxido, por lo que es posible identificar

tres clases de moléculas importantes:

- Alcanales, como por ejemplo malondialdehido (MDA), que a través de la reaccion

con tioles proteicos y/o enlaces con grupos amino de las proteinas, pueden causar un

considerable dano intracelular.

- Alguenales, como por ejemplo 4-hidroxinonenal (HNE) y 4-hidroxiexenal. A
diferencia de los radicales, estos son productos con una vida media mas bien larga.

Los alquenales, junto con los alcanales, pueden difundir del lugar de origen a la
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membrana o a la lipoproteina, modificando su integridad estructural y funcional, su
fluidez y su permeabilidad. HNE puede alterar la estructura de la apo B de la
lipoproteina a través de modificaciones de sus residuos &-lisinicos. Puesto que estos
sucesos tienen lugar en la zona interna de la membrana biologica, se pueden ver
afectados todos los fenomenos de la senal celular y el flujo ionico. También se pueden
alterar propiedades apolipoproteicas, modificando las caracteristicas inmunologicas.
Incluso en el caso en que se formen junto a los acidos nucleicos, pueden alterar la
secuencia del mensaje y/o la estructura molecular del ADN/ARN, provocando asi un

dario todavia mayor en los mecanismos genéticos y/o en la biosintesis proteica.

- Alcanos, como por ejemplo, pentano y etano, que son los productos terminales de la

oxidacion de los PUFAS. Estos compuestos se utilizan en el laboratorio para ver el

grado de daiio de esos acidos grasos.

Conviene destacar que el daro celular que representan los peroxidos formados a
nivel endogeno, también se puede producir a través de lipidos peroxidados provenientes de
la dieta que se incorporan como tales en la estructura celular. De ahi que la manipulacion
de aceites comestibles sea un hecho a tener en cuenta.

3.- FUNCION MITOCONDRIAL Y ENVEJECIMIENTO

3.1.- La pérdida de capacidad energética como causa del envejecimiento

En un apartado previo se ha hablado de la diferencia entre periodo vital y

envejecimiento, conceptos ambos que quedan recogidos en la doble pregunta:

(, Porque vivimos un determinado tiempo?

(, Porque envejecemos?

Con respecto a la primera cuestion, el periodo vital esta realmente determinado por el

genoma, pero no por genes en concreto a modo de un reloj bioldgico, sino por un genoma
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global, resultado de la evolucion de una especie, que garantiza la sobrevivencia de la misma.
Asi pues, el periodo vital depende de la méxima capacidad fisiologica que la especie posee en
el momento de la maduracidn sexual, y que corregida a través de la seleccion natural, permite
que esta especie se propague (se reproduzca) y sea independiente, permitiendo como se ha

dicho su sobrevivencia.

Lo que codifica el genoma es esa maxima capacidad fisiologica que tiene su expresion
fenotipica en el periodo vital. Mas aun, es posible que desde una perspectiva teleoldgica, lo
que hace el genoma, es gobernar la integridad molecular desde la concepcion hasta el final de
la época reproductora, pero puede ser incapaz de mantener indefinidamente la fidelidad
molecular. Despué¢s de la fase reproductora la energia disponible para mantener el
ordenamiento celular disminuye, de modo que la sobrevivencia continuada se determina solo

indirectamente por el genoma.

Es en esta segunda fase, cuando se entiende el envejecimiento. Esté es un proceso no
regulado genéticamente, estocastico (al azar), que ocurre después de la maduracion y sucede

por una reduccion en la energia disponible que permite mantener la fidelidad molecular.

Asi pues, el genoma humano se ha configurado para alcanzar un periodo vital, de
una duracidon que permita nuestra sobrevivencia. El que se llegue o no a la duracion méaxima
depende del envejecimiento, o del grado de envejecimiento de cada persona. La falta de
regulacion génica del envejecimiento, se entiende cuando se comprueba la heterogeneidad del
mismo a nivel individual. Los individuos no envejecen a la misma velocidad, ni los cambios

que se observan con la edad son idénticos.

Naturalmente, el que no haya una regulacion génica, no quiere decir que no haya una

influencia génica en el envejecimiento.

La casualidad en el envejecimiento

El desorden molecular que caracteriza el envejecimiento, puede ser debido a diversas

causas, pero puede que tenga una importancia especial el dafio o estrés oxidativo.
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Hace ya un siglo que se formula la hipdtesis de la velocidad de vivir ("The rate of
living"), que propone que la velocidad metabdlica de una especie determina en ultima

instancia su expectativa de vida.

El eslabon entre metabolismo y envejecimiento lo estableci6 Denham Harman en los
anos 50, postulando la teoria de los RL como agresores celulares o teoria de los radicales
libres del envejecimiento. A mayor velocidad metabdlica, mas RL, mas precoz es el

envejecimiento.

Aunque la hipotesis de la velocidad metabdlica como condicionante del periodo vital,
ha sido discutida, dado que aves y primates sobre todo tienden a vivir mas tiempo que el
predicho en funcion de su velocidad metabolica, no hay que olvidar que esto puede
entenderse porque las mitocondrias de esos animales producen menos RL (ROS), o puede
incluso porque tengan mejores sistemas antioxidantes o mejores sistemas de reparacion

celular.

3.2.- Mitocondria: Estructura y funcion

3.2.1.- Vision general de la obtencidn de la energia celular

Las mitocondrias son las estructuras celulares encargadas de obtener la mayor parte de
la energia celular en forma de adenosin trifosfato (ATP), energia proveniente de la contenida

en los enlaces quimicos de los macronutrientes.
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Figura 9.- Vias degradativas generales de los macronutrientes
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Los citados macronutrientes sufren procesos de degradacion, muchos de cuyos pasos son
reacciones de oxido-reduccion. En la Figura 9 se muestra el esquema general en el que
después de vias degradativas especificas para cada macronutriente, los productos resultantes
de las mismas acaban convergiendo en el conocido ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs.
Los hidrégenos procedentes de la reduccion de determinados compuestos de estas vias son
"conducidos" mediante deshidrogenasas a la llamada cadena de transporte de electrones
mitocondrial (CTEmt), que como su nombre indica va a ser la encargada del transporte de
electrones procedentes del hidrogeno, lo cual lleva consigo unas graduales liberaciones de
energia que se utilizan para sintetizar ATP a partir de adenosin difosfato (ADP) y fosforo
inorganico (Pi), mediante una reaccion acoplada a la CTEmt, denominada fosforilacion

oxidativa.

Por otra parte, al final de la CTEmt el H', ¢" y el oxigeno molecular generan agua endégena.

Son muchas las reacciones enzimadticas y las vias metabolicas localizadas en los
diferentes compartimentos mitocondriales, que contribuyen a la transferencia de los
equivalentes de reduccion, desde los sustratos oxidables, hasta la cadena de transporte de
electrones. Las mas importantes son las que se encargan de la B-oxidacién de los acidos
grasos, oxidacion del piruvato, el ciclo de Krebs, la glutamato deshidrogenasa y las

reacciones implicadas en el metabolismo de los aminoacidos.

3.2.2.- Estructura mitocondrial

Estructuralmente tal y como se muestra en la Figura 10, la mitocondria estd

constituida por una doble membrana separando dos compartimentos

La membrana externa es lisa y algo elastica, con un 40% de lipidos y un 60% de
proteinas, presentando mas colesterol y fosfolipidos que la membrana interna. Estd

membrana es permeable a moléculas de bajo peso molecular (no superior a 10000 dalton).
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Figura 10 .- Estructura mitocondrial

La membrana interna, presenta una serie de pliegues (crestas mitocondriales), las
cuales son un recurso para aumentar el area superficial de esta membrana en relacion con el
volumen mitocondrial y cuyo niimero estd en relacion con la intensidad respiratoria del
tejido. La membrana interna esta constituida por un 20% de lipidos y un 80% proteinas (a
diferencia de otras membranas bioldgicas donde la proteina no llega al 50%), siendo muy rica
en cardiolipina, que puede encontrarse presente en la membrana en forma de sal o de
complejo de quelacién con diferentes cationes, esencialmente Ca*" y Mg*™ (de Teresa, C.,
1995). Presenta poco colesterol y es muy rica en acidos grasos no saturados lo que explica su

baja viscosidad . Es impermeable a los iones.

Los diferentes fosfolipidos mencionados son importantes desde un punto de vista

funcional y estructural y van a adquirir relevancia en el contexto de la presente memoria, por
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su riqueza en acidos grasos insaturados capaces de suftrir la peroxidacion lipidica, junto al
hecho de que su contenido va a relacionarse en mayor o menor grado con el tipo de acidos

grasos alimentarios.

La estructura se completa con un espacio intermembrana, localizado entre ambas
membranas y una matriz, rodeada por la membrana interna. La matriz mitocondrial es una

fase gelatinosa, donde tiene lugar el ciclo de Krebs o ciclo de los acidos tricarboxilicos.

La mitocondria dado su papel clave en la generacion de la energia celular, muestra
una gran riqueza enzimatica, fundamentalmente de vias oxidativas, biosintéticas, de
transporte y los necesarios para la expresion del genoma mitocondrial, destacando de un

modo especial las que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 .- Enzimas presentes en distintas zonas mitocondriales

NADH-citocromo bg reductasa Monoamino oxidasa Citocromo bs

Quinurenina hidroxilasa A. fosfatidico fosfatasa Lisofosfatidil acil transferasa
MEMBRANA EXTERNA

Glicerol fosfato acil transferasa Nucleosido difosfoquinasa Elongasa de los acidos grasos

Fosfolipasa A

ESPACIO Adelinato quinasa (miocinasa)

Nucledsido difosfoquinasa
INTERMEMBRANA
Nucledsido monofosfoquinasa

NADH-coenzima Q reductasa Succinato-coenzima Q reductasa

Ubiquinol-citocromo c reductasa Citocromo c oxidasa
MEMBRANA INTERNA B-hidroxibutirato deshidrogenasa Piridin nucleotido transhidrogenasa
Carnitina acil transferasa Ferroquelatasa

ATP sintetasa ATP translocasa

Piruvato deshidrogenasa Aspartato aminotransferasa ARN polimerasa
a-cetoglutarato deshidrogenasa Ornitina Carbamiltransferasa ADN polimerasa
Citrato sintasa Carbamil fosfato sintetasa
Aconitasa Acil-CoA sintetasa
MATRIZ Isocitrato deshidrogenasa (NAD) Acil-CoA deshidrogenasa
Isocitrato deshidrogenasa (NADP) Enoil hidrasa
Fumarasa B-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa
Glutamato deshidrogenasa p-cetoacil-CoA tiolasa
Piruvato carboxilasa Enzima activadora de los aminoacidos
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3.2.3.- La cadena de transporte mitocondrial v la fosforilacion oxidativa

La fosforilacion oxidativa es un proceso mediante el cual la disminucion de energia
libre que acompana a la transferencia de electrones a lo largo de la cadena respiratoria, se
acopla a un desplazamiento vectorial de protones desde la matriz al espacio exterior de la
membrana interna. Gracias a este desplazamiento vectorial y a que la membrana interna es
impermeable a los protones se crea un gradiente electroquimico entre el exterior y el interior
de la mitocondria, cuya energia o fuerza proton-motriz permite la sintesis de ATP mediante la

ATP sintetasa.

El mecanismo mitocondrial para el transporte de electrones y la fosforilacion
oxidativa se compone principalmente de cinco sistemas enzimdticos lipoproteicos,
localizados en la bicapa lipidica de la membrana interna y con valores crecientes de

otencial redox, lo que permite una liberacion de energia gradual desde los equivalentes de
P que p gla g q
reduccion hacia el oxigeno. La transferencia de electrones entre los complejos esta
garantizada por dos moléculas de gran movilidad, la ubiquinona y el citocromo C.

Los complejos enzimaticos son los siguientes (Figura 11):

* Complejo I.- NADH-ubiquinona oxidoreductasa

* Complejo II.- Succinato-ubiquinona oxidoreductasa

* Complejo III.- Ubiquinol-citocromo C oxidoreductasa

* Complejo IV.- Citocromo C-oxigeno oxidoreductasa o citocromo ¢ oxidasa

De los aproximadamente 60 polipéptidos que constituyen estos complejos, trece son

codificados por el ADN mitocondrial; siete del complejo I, uno del complejo II, tres del

complejo IIT y dos del complejo V.
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Figura 11 .- Componentes de la cadena de transporte de electrones y ATP sintetasa

Los transportadores de electrones son estructuras quinénicas (FMN, FAD, coenzima
Q) y complejos metélicos de transicion (centros Fe-S, grupos hemo y proteinas con centro de

Cu).

Como se observa en la Figura 12, en la cadena de transporte de electrones hay tres
puntos, a nivel de los complejos I, III, y IV, en los que se produce descensos relativamente
grandes de energia libre, teniendo lugar el desplazamiento vectorial de protones que aportan

la energia necesaria para la sintesis de ATP a partir de ADP.
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Figura 12.- Liberacion de energia en la cadena de tranporte electronico mitocondrial

A partir de la etapa de transferencia de electrones del citocromo a+asz al oxigeno, el proceso
se hace irreversible, inclindndose asi el sistema hacia la sintesis de ATP (Battino, M., 1989;

Benzi, G., 1992).

a.- NADH: ubiquinona reductasa (Complejo I)

Este primer complejo es el mas grande de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, siendo el encargado de transferir electrones del NADH al coenzima Q, es decir,
cataliza la reduccion, sensible a la rotenona, de los homoélogos de ubiquinona a partir del
NADH. Acoplada a dicha transferencia de electrones, tiene lugar una translocacioén vectorial

de protones (H") desde la matriz al espacio intermembrana.
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El complejo presenta un peso molecular de unos 117 x 10 daltons y fue aislado por
primera vez en 1961 por Hatefi et. al. en mitocondrias de corazén bovino (Hatefi, Y. et al,
1961; Hatefi, Y. et al, 1963). Se encuentra constituido por cerca de 41 polipéptidos y varios
componentes no proteicos como FMN, hierro no hémico, azufre 4cido-labil, CoQ y

fosfolipidos (Ragan, C.I. et al, 1982; Walker, J.S., 1992; Arizmendi, J.M. et al, 1992).

Los polipéptidos componentes de este complejo se pueden dividir en dos dominios, un
dominio extrinseco y predominantemente hidrofilico y un dominio, insertado en la
membrana, hidrofébico. Esta distribucion parece estar relacionada con la codificacion de los
distintos componentes por el ADN mitocondrial y el ADN nuclear. Asi se ha observado que
todos los componentes codificados por el ADN mitocondrial se encuentran en el dominio

hidrofobico (Chomyn, A. et al, 1986, Friedrich, T., 1989).

En los componentes hidrofilicos o hidrosolubles nos encontramos dos grupos o

fracciones:

- La fraccion hidrosoluble flavoproteica (FP), constituida por tres subunidades.

- La fraccion hidrosoluble proteica (IP), constituida por 9 polipéptidos o

subunidades.

La fraccion FP, consiste en una NADH deshidrogenasa-flavin dependiente, que
contiene FMN y presenta una notable especificidad por la quinona y el complejo férrico
(andlogo de la ubiquinona y el citocromo ¢) como aceptores electronicos. Conjuntamente a
esta NADH deshidrogenasa, el complejo I presenta 5 grupos Fe-S binucleares y 3

tetranucleares.

El complejo I cataliza la transferencia de electrones desde la NADH a los homologos
ubiquinodnicos y al ferrocianuro (como aceptor artificial de electrones), acoplandose a la
reduccion del coenzima Q, pero no a la del ferrocianuro, una translocacion vectorial
protonica. La transferencia de electrones es inhibida por rotenona, piericidina A, barbittricos

y mercuriales.



60

Hoy en dia, no estd clarificado totalmente el mecanismo de actuacion de este
complejo, quedando numerosos interrogantes, entre los que se encuentra la estequiometria
H'/e” de la translocacion protonica asociada a la transferencia de electrones y que segiin
algunos autores podria ser de 1, 1.5 e incluso 2, dependiendo del modelo de transferencia de
electrones que se siga. En los diversos modelos de transferencia de electrones entre los
componentes del complejo I, se alternan las posiciones de los grupos Fe-S, FMN y del

coenzima Q, modificandose asi la estequiometria H'/e” (Ragan, C.I., 1990).

b.- Succinato: ubiquinona oxidoreductasa (complejo II)

Se trata del complejo mas simple de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial. Es el encargado de catalizar la transferencia de electrones desde el succinato a
la ubiquinona (Hatefi, Y. et al, 1963) y se encuentra ubicado en la cara de la membrana

interna mitocondrial que da a la matriz.

El complejo II de mamiferos presenta un peso molecular de unos 2 x 10° daltons, se
encuentra constituido por cuatro subunidades proteicas codificadas por el ADN nuclear y
contiene un grupo prostético FAD unido covalentemente, 3 centros Fe-S y un citocromo del

tipo b, siendo estos compuestos los cromo6foros de dicho complejo.

Los componentes del complejo II pueden dividirse en dos grandes fracciones: La
enzima succinato deshidrogenasa (SDH) y los péptidos hidrofébicos asociados con el

citocromo bsep.

La SDH se encuentra constituida por dos subunidades hidrosolubles de 70 y 27
Kdaltons, contiene un FAD ligado covalentemente a la subunidad mayor. Esta union
covalente tiene la finalidad de aumentar el potencial redox estdndar de la pareja
FAD/FADH2, acercandolo al de la pareja redox succinato/fumarato y facilitando asi la

actividad de la SDH (Davis, K.A. y Hatefi, Y., 1971, Nichols, D.G., 1982).

La composicion aminoacidica de las dos subunidades de SDH, estd altamente
conservada entre especies (Schroder, I et al, 1990).
El citocromo b del complejo II se diferencia de los encontrados en el citocromo III, no

solo por espectrofotometria, sino también en el origen. Asi el citocromo b del complejo II se
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sintetiza en los ribosomas citosolicos, mientras que los del complejo III estan codificados por

el ADN mitocondrial (Weiss, H. Y Kolb, H.J.., 1979).

La actividad de la SDH es estable s6lo cuando el enzima esta ligado a la membrana,
ya que la SDH aislada se deteriora rapidamente en condiciones aerobicas (Hatefi, Y. y

Stiggall, D.L., 1976).

c.- Ubiquinol: citocromo ¢ oxidoreductasa (complejo III)

Es el complejo encargado de transferir los electrones de la ubiquinona reducida
(CoQH;) o ubiquinol al citocromo c. Acoplada a esta transferencia tiene lugar una

translocacion vectorial de protones desde la matriz al espacio intermembrana.

El complejo presenta un peso molecular de 25 Kdaltons, esta constituido por 9-10

polipéptidos, tres de los cuales se encuentran asociados al centro redox:

- Hemo de los citocromos bse, bses y €1

- Grupo (2Fe-2S)

Ademas, aparecen dos especies de ubisemiquinonas presentes en diferentes zonas del

complejo Il (Ohnisha, T. y Trunpower, B. L., 1980).

El complejo III se trata de un dimero que se extiende a través de la membrana interna

mitocondrial, proyectandose por ambos lados fuera de la membrana.

Como se ha comentado anteriormente, acoplada a la transferencia de electrones tiene

., . , +, - .
lugar una translocacién de protones con una estequiometria H /e” igual a 2.

El mecanismo de actuacion de este complejo no estd del todo clarificado, existiendo
dos posibles hipotesis, una propuesta por Mitchell y denominada “Ciclo Q” (Mitchell, P.,
1976, Monstantinov, A.A., 1990) y otra propuesta por Wikstrom denominada “Ciclo b”
(Wikstrom, M. et al, 1981).
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En ambas hipdtesis, el complejo III se puede considerar como una estructura con dos
centros redox de alta potencia (proteina Fe-S y citocromo c;), y dos de baja potencia
(citocromo bsey y citocromo bses). Asi, el ubiquinol cede un electron a los centros de alta

potencia y uno a los centros de baja potencia.

centro

Lado M

Figura 13.- Ciclo Q del coenzima Q

Segun el “Ciclo Q” (Figura 13), el ubiquinol cede un electrén en un punto proximo al
lado citoplasmatico de la membrana (denominado centro “0”) al citocromo c¢, mediante la
proteina Fe-S y el citocromo c;’, esto determina la liberacion de dos protones al lado
citoplasmatico de la membrana mitocondrial interna y la formacién de semiquinona, la cual
debido a su gran inestabilidad, cede rapidamente su electron a los centros redox de baja
potencia. El ciclo se completa cuando la quinona, en el denominado centro “i”, situado
proximo a la matriz, recibe un electron del citocromo b, formando asi una semiubiquinona
que posteriormente es reducida a ubiquinol por la deshidrogenasa. Se tiene por tanto la

transferencia escalar de un electrén del ubiquinol al citocromo ¢ acompanado de la

translocacion vectorial de dos protones.
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En el “Ciclo b” (Figura 14), por el contrario, la translocacion protdnica tiene lugar en
los citocromos b, por un mecanismo de bomba proténica acoplado a reacciones de oxido-

reduccion.

Asi, en el “Ciclo Q”, el transportador de protones es la ubiquinona y la estequiometria

., +, - . . ’
de la reaccion es 2H'/e’, mientras que en el “ciclo en b”, el transportador es la molécula
transmembrana de citocromo b y la estequiometria puede variar tedricamente segin los

aspectos moleculares de este mecanismo de translacion.
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Figura 14.- Ciclo b del coenzima Q

d.- Ferrocitocromo c: oxigeno oxidoreductasa o citocromo oxidasa (Complejo IV)

Va a ser el complejo encargado de catalizar la etapa terminal de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, es decir, la transferencia de electrones del citocromo c
al oxigeno molecular. Acoplada a esta transferencia de electrones, tiene lugar una

translocacion protonica. Es inhibido especificamente por el cianuro.
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La citocromo oxidasa atraviesa la membrana interna mitocondrial, presentando una

estructura en “Y” (Figura 15).
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miferos el complejo presenta 13 subunidades proteicas, con pesos moleculares que varian de
5000 a 56000 daltons. Las tres subunidades mayores (I, I y III), son codificadas por el ADN
mitocondrial, e insertadas en la membrana por el lado de la matriz (7zagoloff, A. et al, 1979;
Kadenbach, B. et al, 1983; Azzi, A. y Miiller, M., 1990).

El complejo IV, contiene como grupos protéticos dos hemos iguales (a y a3), cada uno
asociado a un atomo de cobre (Cu, y Cu,3). Estos dos hemos, estan localizados en dos
diferentes ambientes y orientados perpendicularmente al plano de la membrana interna. El
hierro heminico a (Fe,), presenta seis uniones de coordinacidon y estd unido axialmente al
nitrégeno en dos imidazoles neutros (Hatefi, Y., 1985), el hemo a3, estd unido en la posicion

axial a un nitrégeno imidazolico y al Cu,s.

Los grupos prostéticos de la citocromo oxidasa, se hallan localizados en las
subunidades [ y II (Ludwig, B. y Schatz, G., 1980). En la subunidad III no aparecen centros
metalicos, estando relacionada esta subunidad con la funcion de bomba protonica del enzima,
ya que en experimentos realizados por Casey et. al. (Casey, R.P. et al, 1979), se observo que

la diciclohexilcarbodiimida (DCCD) inhibia casi en un 80% la funcion de translocacion
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protonica por reaccion con la subunidad III, esta funcion también se ha observado en estudios

posteriores (Malatesta, F. et al, 1983, Saraste, M. et al, 1981).

La citocromo oxidasa estaria compuesta por dos centros redox con una diferencia de
potencial de 0.1 V, siendo el primer centro el citocromo a-Cu, que es el aceptor de electrones
del ferrocitocromo ¢ y el segundo centro el citocromo a3 -Cu,3, encargado de reducir el

oxigeno molecular.

La citocromo oxidasa tiene en cada mondmero un sitio de alta afinidad y uno de baja

afinidad para su union al citocromo c.

Un mecanismo propuesto para explicar la reduccion del oxigeno, prevé la captacion
de electrones con la formacion de tres compuestos intermediarios: el intermediario I, se forma
por la adquisicion de dos electrones por el oxigeno molecular con reduccion a peréxido; el
intermediario II, se constituye por la adquisicion de un tercer electron que rompe la union
oxigeno-oxigeno, con la consecuente reduccion del primer atomo de oxigeno con formacion
de agua; el intermediario III, se debe a la adquisicion de un cuarto electron que reduce
completamente el segundo atomo de oxigeno, termindndose asi la reduccion tetraelectronica

del oxigeno molecular (Capaldi, R.A., 1990).

La estequiometria H'/e" tiene valores comprendidos entre uno y dos (Wikstrom, M. y
Krab, 1979).

e.- Citocromo ¢

El citocromo c es la tinica proteina de la cadena respiratoria extremadamente hidréfila
y por ello facilmente extraible de la membrana mitocondrial, propiedad que ha permitido su

purificacion y cristalizacion.

Presenta una unica cadena polipeptidica de 104 aminoacidos, con un grupo prostético
hierro-protoporfirina IX, unido covalentemente a la cadena polipeptidica por enlaces tioester

(Figura 16).

La posiciones de coordinacion del hierro, V y VI, se encargan de la union con el

nitrégeno imidazdlico de la histidina 18 y con el azufre de la metionina 80, obligando asi al
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hemo a adoptar una conformacion planar tanto en el estado oxidado como en el reducido

(Battino, M., 1989; Quiles, J.L., 1995).
La superficie de la molécula estd densamente cargada, con distintas areas en las que los

residuos catidnicos, en particular los de la lisina, son responsables de la interaccion con el

citocromo ¢; y a + a3 en el funcionamiento normal de la cadena respiratoria.
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Figura 16.- Estructura del citocromo C

El hierro del citocromo c pasa reversiblemente de la forma ferrosa a la férrica,
haciendo posible la transferencia de electrones. La carga del hierro en el estado oxidado del
citocromo c¢ parece localizarse en el atomo de azufre de la metionina 80 y se estabiliza gracias
a la interaccion del azufre y la carga de los aminoacidos adyacentes. La llegada de un

electron desestabilizaria este equilibrio y facilitaria la reduccion del hemo.
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f.- Coenzima Q

El coenzima Q o ubiquinona (2,3 dimetoxi-5-metil-6-poliprenil benzoquinona), es una
benzoquinona que presenta en la posicion 6 una cadena lateral constituida por un numero
variable (de 1 a 15) de unidades isoprenoides. Fue descubierta independientemente por

Crane, en 1954, en los Estados Unidos y por Norton en Inglaterra (Crane, F.L. et al, 1957).

Las quinonas son dicetonas con estructura O=C-(C=C),-C=0 derivadas de
componentes aromaticos. Sus grupos carbonilo se pueden encontrar en el mismo anillo o
anillos separados, y su actividad electréfila determina la mayor parte de las propiedades

oxidorreductoras de las quinonas.

Las quinonas representan la clase méas amplia de compuestos quindnicos y estan
ampliamente difundidas en la naturaleza, encontrandose de hecho, como componentes de

diversos sistemas bioldgicos.

Las quinonas metabolicamente importantes presentan una cadena lateral terpénica
(ubiquinona, plastoquinona , vitamina K), que les permite localizarse en la fase lipidica de la

membrana.

En los mamiferos, a excepcion de los roedores que presentan CoQo, la ubiquinona
presente es el CoQio (Ramasarma, T., 1985), es decir, la quinona dotada de 10 unidades

isoprenoides en su cadena lateral.

Su funcidn en la cadena de transporte de electrones mitocondrial, es la de transferirlos
desde todos los complejos tipo DH (NADH:CoQ reductasa, Succinato:CoQ reductasa, colina
DH, a-glicerol P DH, etc.) al complejo III.

La ubiquinona parece estar localizada en el plano medio de la bicapa lipidica, con la
cabeza polar oscilando transversalmente de un lado a otro de la membrana (Lenaz, G., 1988;
Lenaz, G. et al, 1995, Samori, B. et al, 1992) (Figura 15). Este movimiento transversal de la
ubiquinona, es probable que este limitado a oscilaciones de su grupo polar, permitiendo las

interacciones con los agentes redox solubles en agua.
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Debido a su capacidad de difusion en los lipidos de membrana, se pensd que podria
ser un factor limitante, pero en condiciones fisioldgicas la difusion de la ubiquinona no
parece serlo para la actividad respiratoria (Fato, R. et al, 1986; Lenaz, G., 1988). No
obstante, si se ha comprobado que una disminucion de los niveles fisiologicos de CoQ,
disminuiria la capacidad de transferencia electronica y por tanto la sintesis de ATP (Parenti-

Castelli, G. et al, 1987, Battino, M. et al, 1990).

3.3.- Teoria mitocondrial del envejecimiento

3.3.1.- Base conceptual

Se ha comentado anteriormente que el envejecimiento parece deberse a una
incapacidad de la produccion de energia celular debido al dafio oxidativo celular producido

por radicales libres.

Ahora bien, cada dia cobra més importancia, como hecho claro en el citado proceso de
envejecimiento, la pérdida de la funcionalidad mitocondrial en concreto como consecuencia
de la agresion oxidativa a diversas estructuras mitocondriales. Esa menor funcionalidad
mitocondrial conduciria a una reduccion en la eficacia de obtencion de energia, lo que
paralelamente afectaria al fisiologismo celular y por tanto al del organismo en conjunto. Esta
idea conceptual constituye lo que fue enunciado por Miguel (1980), como la teoria
mitocondrial del envejecimiento, que en la actualidad se conoce también como teoria del
envejecimiento por estrés oxidativo, dado que también intervienen en la agresion oxidativa

determinadas especies reactivas que no son radicales libres.

3.3.2.- La mitocondria como fuente de estrés oxidativo

La explicacion, mas basica, logica y directa del papel de la mitocondria en el
envejecimiento esta en los hechos siguientes:
a.- La mitocondria es la estructura celular donde se genera la gran mayoria de la

energia producida en la célula.

b.- La mitocondria es también la estructura celular donde se genera la mayor cantidad

de radicales libres y especies reactivas.
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De ambos hechos sale una conclusion clara, los RL y ER agreden oxidativamente a
las moléculas, estructurales y funcionales, de la mitocondria sobre todo y en primer lugar, lo
que conduce a una pérdida funcional de la misma y por tanto su capacidad para generar

suficiente energia para mantener la homeostasis celular.

El anion superdxido (Oy7) y el peroxido de hidrogeno (H,O,) son respectivamente el
producto de la reduccion univalente y bivalente del oxigeno y ambos son producidos, tal
como se comentd previamente, de forma habitual durante el metabolismo aerobico,
fundamentalmente a nivel mitocondrial (Cadenas, E y Davis, K.J.A., 2000). Se ha estimado
que entre un 1 y un 5% del oxigeno total consumido por la mitocondria no es reducido
enteramente a agua y es transformado en O, el cual de manera espontinea o como
consecuencia de la accién de la superdxido dismutasa es convertido a su vez en HyO,.
Aunque la citocromo oxidasa (COX) es la que se ocupa de la reduccion del oxigeno, apenas
genera radicales libres, siendo las dos principales regiones de la CTEmt con capacidad para
producir ERO el complejo I y el complejo III (Cadenas, E. et al, 1977; Ksenzenko, M. et al,
1983; Shimomura, Y. et al, 1985; Cross, A.R. y Jones, O.T., 1991). Lo que ocurre es que
durante el paso de los electrones de un complejo a otro, algunos de ellos escapan y se unen
directamente al oxigeno circundante, generandose 02°. Ademas, en la membrana
mitocondrial externa hay una fuente adicional de ERO proveniente de la desaminacion de
aminas bidgenas por monoamino oxidasas las cuales a través de una reduccion dielectronica

producen H,O; partiendo de O, (Hauptmann, N. et al, 1996).

El nivel fisiologico de produccion de ERO a nivel de CTEmt depende del estado
metabolico mitocondrial. Asi, el estado de reposo mitocondrial (estado 4), caracterizado por
un nivel bajo de respiracion y no disponibilidad de ADP, se asocia con una elevada
produccion de ERO, tal vez como consecuencia del alto grado de reduccion de los
componentes de la cadena. Por otro lado, el estado mitocondrial activo (estado 3),
caracterizado por un alto consumo de oxigeno y elevada disponibilidad de ADP, muestra una
produccion de ERO relativamente baja. Por Ultimo, en el estado de anoxia (estado 5),
caracterizado por una limitacién en el suministro de oxigeno y una ausencia de respiracion,

no se observa produccion de ERO (Cadenas, E y Davis, K.J.A., 2000).
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3.3..3.- La mitocondria como blanco del estrés oxidativo

Como se acaba de comentar en el apartado anterior todas las macromoléculas
estructurales y funcionales de la mitocondria sufren agresion oxidativas, siendo destacables

los hechos siguientes:

a.- Acidos grasos insaturados

Las membranas bioldgicas en general son muy sensibles al estrés oxidativo debido a
la presencia de enlaces dobles de tipo carbono-carbono en las colas lipidicas de los
fosfolipidos que las componen (Montine, T.J. et al, 2002). El dafio oxidativo a los lipidos de
la membrana se puede realizar de forma directa mediante su iniciaciéon por ERO como los
radicales hidroxilo o el anién superdxido, o bien de forma indirecta mediante algunos
productos de la propia peroxidacion lipidica como son ciertos aldehidos altamente reactivos
que a su vez potencian el fendmeno (Esterbauer, H. et al, 1991). En cualquier caso y sea de
un modo u otro, la oxidacion de los lipidos de membrana mitocondrial da lugar a la alteracion
de los mismos y a cambios en la fluidez de la misma, a variaciones en su relacion con las
proteinas adyacentes y como consecuencia de todo lo anterior a alteraciones en su funcion
(Halliwell, B. y Gutteridge, J.M.C., 1999). Ademas en el caso concreto de la mitocondria hay
un lipido presente en la membrana interna llamado cardiolipina, altamente insaturado y por
consiguiente de elevada susceptibilidad a la oxidacion. La oxidacién de la cardiolipina es
extremadamente perjudicial por hallarse implicado en la funcién de proteinas de la CTEmt
tales como la COX o el transportador de nucleotidos de adenina (TNA) (Paradies, G. et al.,
1998).

b.- Proteinas
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Debido a la proximidad fisica entre proteinas y lipidos, el dafio oxidativo a las
proteinas mitocondriales como resultado directo del estrés oxidativo o bien como una
consecuencia de la peroxidacion lipidica puede dar lugar a entrecruzamiento, degradacion y
pérdida de funcion de las mismas. Numerosas proteinas de membrana como la ATPasa, el
TNA, la COX, etc., son facilmente inactivados mediante estrés oxidativo. Ademas, la
oxidacién de proteinas determina la apertura del poro de permeabilidad de transicion, clave
en el proceso de apoptosis. En resumen, la alteracion de las proteinas de la CTEmt tiene
como consecuencia directa una pérdida de funcionalidad mitocondrial e indirectamente una

elevacion de la produccion de ERO (Lippe, G. et al, 1991, Forsmark-Andree, P. et al, 1997).
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Figura 17.- Estructua del ADN mitocondrial

c.- ADN mitocondrial

La mitocondria cuenta con un genoma propio que es diferente en estructura y organizacion al
nuclear. Se trata de un numero variable de copias idénticas de ADN de cadena doble y

circular (hasta 10 copias), localizado en la matriz mitocondrial, proximo a determinadas
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zonas de la membrana mitocondrial interna (precisamente el lugar de maxima generacion de
ERO). Su tamafio es pequefio (16,5 Kb) y codifica para 13 proteinas mitocondriales, 7 de las
subunidades del complejo I, una proteina del complejo III, 3 del complejo IV, 2 del complejo
V (la ATPasa), 22 ARN de transferencia y dos ARN ribosomicos (Figura 17) (Lenaz, G.,
1998, Cadenas, E. y Davies, K.J.A., 200; Van Remmen, H. y Richardson, A., 2001).

El resto de proteinas que completan los complejos respiratorios se forman por
expresion de los correspondientes ADN nucleares, emigrando desde los lugares de sintesis

proteicos citoplasmaticos a la mitocondria.

El dafio oxidativo al ADNmt es mas severo que el sufrido por el ADN nuclear, siendo

las razones propuestas las siguientes:

- El ADNmt se localiza muy cercano a los lugares de la membrana mitocondrial

interna donde se generan las ERO.

- La mitocondria como se ha indicado es la estructura donde se generan la gran

mayoria de ERO.

- El ADNmt carece de histonas protectoras (Richter, C. et al, 1988). También se ha
postulado durante mucho tiempo que la mitocondria carecia de un sistema de
reparacion de ADN. En la actualidad se reconoce la existencia de un sistema de
reparacion del ADNmt, que aunque todavia es un gran desconocido, se sabe que
es capaz de reparar el dafio oxidativo (por ejemplo dafio a bases y roturas de una
sola cadena). Ademas se sabe que la via de reparacion de escision de bases juega
un papel predominante dentro del sistema de reparacion de ADNmt (Bohr, V.A. y

Anson, R.M., 1999).

Segiin muchos indicios, el dafio oxidativo al ADNmt es mas importante desde el
punto de vista del envejecimiento que el ejercido sobre lipidos y proteinas. Esto se debe a que
el ADNmt dafiado se puede propagar debido a la capacidad de division de mitocondrias y
células, lo cual permite la amplificacion de las consecuencias fisiologicas del dafio. Ademas,

el dafio al ADNmt podria ser incluso mas importante que el dafio al ADN nuclear ya que todo
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el genoma mitocondrial codifica genes que son expresados, mientras que el nuclear contiene

una gran cantidad de secuencias no transcribibles (Van Remmen, H. y Richardson, A., 2001).

El estrés oxidativo puede afectar al ADNmt de diversas formas de entre las cuales las
mas conocidas son la alteracion oxidativa de bases, el aumento en el nivel de deleciones y la
aparicion de mutaciones puntuales. La forma mas comun hasta la fecha de estudiar la
alteracion oxidativa de bases de ADN es mediante el andlisis de la 8-hidroxi 2-
deoxiguanosina mediante HPLC con deteccion electroquimica. Numerosos laboratorios han
hallado niveles mas elevados de este biomarcador a nivel mitocondrial con respecto al
hallado en nucleo durante el envejecimiento (Chung, M.H. et al, 1992; Agarwal, S. y Sohal,
R.S., 1994).

Actualmente se sabe que los niveles de dafio oxidativo al citado ADNmt, evaluados
segin el nivel de deleciones correspondientes a diversos tejidos de diversas especies
envejecidas, son como minimo diez veces mas elevadas que el dafo infligido al ADN nuclear
(Meccoci et al, 1993, Ames et al, 1993). Asimismo, el aumento en el porcentaje de deleciones
se correlaciona directamente con la elevacion del dafio oxidativo. Por otra parte, también se
ha establecido que las deleciones del ADNmt son especialmente en tejidos postmitdticos,
como corazé6n musculo esquelético y encéfalo, que ademds son tejidos altamente
dependientes de la respiracion aerdbica, lo cual sucede en numerosas especies incluyendo

humano, monos, roedores y nematodos (Yoneda, M. et al, 1995).

En el caso concreto del tejido nervioso, estd perfectamente establecido que las
deleciones del ADNmt en nucleo candado, putamen y sustancia nigra son considerablemente
mas elevadas que en otras regiones encefalicas que demandan menor consumo de oxigeno e
implican menores niveles de degradacion de dopamina catalizada por la monoamino oxidasa,

que es una via asociada a una produccion aumentada de H,O, (Soong et al, 1992).

De entre todas las deleciones estudiadas, existe una que por su frecuencia de aparicion
ha sido llamada “delecion comun” (Figura 17) y que se ha visto que aumenta hasta 2 y 3
veces con la edad en tejidos como el cerebro (Cortopassi, G.A. et al, 1992). No obstante,
dado que el porcentaje en que se eleva el grado de deleciones no supera el 2-3% se especula
sobre la importancia fisioldgica que este fendémeno tiene desde el punto de vista del
envejecimiento (Van Remmen, H. y Richardson, A., 2001). Las mutaciones del ADNmt son la

base de un nimero importante de patologias humanas, lo que ha abierto un nuevo y excitante
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campo en la investigacion mitocondrial. E1l ADNmt tiene un tipo de transmision maternal y
ademas hay numerosas copias de la molécula en una célula (poliplasmia) existiendo la
posibilidad de que una mutacidon experimente diferentes grados de heteroplasmia. Todo esto
hace que para que una lesion se manifieste fenotipicamente es necesario que sobre el 80% del
ADNmt de una célula deba estar mutado (Lenaz, G., 1998; Michikawa, Y. et al, 1999).
Basicamente, las consecuencias fenotipicas de una mutacion del ADNmt deben ser defectos
en la maquinaria implicada en la fosforilacién oxidativa de la mitocondria y este tipo de
defectos son en cierto modo la base de las alteraciones asociadas al proceso normal de

envejecimiento.

3.3.4.- Evidencias experimentales de la implicacion de la mitocondria en el envejecimiento

Uno de los eventos comunes al envejecimiento es la pérdida progresiva de la
funcionalidad mitocondrial, pudiéndose considerar de forma general este organulo como una
especie de reloj biologico del envejecimiento (Salvioli, S. et al, 2001). La mitocondria ha sido
propuesta como el nexo de union entre la acumulacion edad-dependiente del dafio oxidativo
producido por las ERO y las alteraciones en la funcién fisioldgica asociadas con el
envejecimiento (Van Remmen, H. y Richardson, A., 2001). De este modo, diversas evidencias
experimentales indican que la mitocondria es uno de los principales blancos del proceso del
envejecimiento. Entre dichas evidencias se pueden enumerar las siguientes (Salvioli, S. et al,

2001):

- Acumulacion de grandes deleciones y mutaciones puntuales en el ADN
mitocondrial (ADNmt) y descenso en el nimero de copias del mismo en algunos

tejidos.

- Descenso con la edad de la actividad enzimatica de la cadena de transporte

electronico mitocondrial.

- Aumento en la produccion de radicales libres, probablemente como consecuencia

de las alteraciones anteriores.

- Cambios en la morfologia mitocondrial y descenso del potencial de la membrana

mitocondrial.



75

Estas evidencias corroboran que la funcién mitocondrial sufre importantes alteraciones
durante el envejecimiento y deberian ser consideradas las causantes del fenotipo de
envejecimiento, mds que considerar al envejecimiento como una consecuencia de tales
alteraciones. Hay una serie de observaciones que apoyan esta relacion causa efecto (Salvioli,

S. etal, 2001):

- Cuando se microinyectan mitocondrias procedentes de fibroblastos de rata vieja
en células de ratas jovenes éstas ultimas sufren de forma rapida un proceso de

senescencia y degeneracion.

- Existe una relacion inversa entre el nivel de produccion mitocondrial de

hidroperoxidos y la vida maxima de las especies.

- La administracién de diversos antioxidantes como glutation, vitamina C, N-acetil
cisteina o coenzima Q es capaz de disminuir o eliminar el estrés oxidativo
inducido por las mitocondrias y provoca un aumento de la vida media y maxima

en diversas especies.

Diferencias en la funcionalidad mitocondrial pueden ser importantes para lograr un
envejecimiento adecuado o inadecuado. Esto se puede deducir del estudio de determinados
grupos de poblacion en diversas partes del mundo. Asi por ejemplo se ha visto que una
variante hereditaria de una linea germinal de ADNmt (halogrupo J) se asocia con un mejor
envejecimiento y una mayor longevidad en la poblacion italiana (De Benedictis, G. et al,
2000). Por otro lado, en Japdn se han descubierto tres mutaciones asociadas a una linea
germinal de ADNmt halladas con una elevada frecuencia en personas centenarias de esta

parte del mundo (Tanaka, M. et al, 1998).

Otro punto importante a tener en cuenta con respecto a la relacion de la mitocondria y
el envejecimiento es que dicho orgénulo no so6lo es la planta energética celular y la principal
fuente de ERO, sino que ademas muchas sefiales convergen en la mitocondria, la cual puede
a su vez modificar y ajustar su metabolismo en respuesta a dicha informacion. De este modo
se debe considerar también a la mitocondria como un elemento de control de la expresion

génica nuclear. Asi, se ha descubierto que un nimero elevado de proteinas con papel
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regulador o de adaptacion se hallan localizadas en la mitocondria o bien son translocadas a
ella para su activacion. Este es el caso de Nur77/TR3, p53, PKCS, INK/SAPK, algunas
caspasas y miembros citoplasmaticos de la familia del Bcl2 tales como Bid, Bax o Bim

(Finkel, T. y Holbrook, N.J., 2000).

En relacion al papel de la mitocondria en el envejecimiento, el control de los procesos
de apoptosis por parte de estos organulos resulta de suma importancia. Dicho control se
pierde a menudo en las células viejas, las cuales por otro lado presentan una mayor
susceptibilidad al estrés oxidativo. Las ERO disminuyen el potencial de membrana
mitocondrial, lo que permite la apertura del poro de transicion, saliendo al exterior
mitocondrial calcio y otros sustratos. Esta secuencia de reacciones da lugar a apoptosis en

linfocitos, higado y cerebro en el caso de ratones viejos (Watson, W.H. et al, 2000).

4.- SISTEMAS ANTIOXIDANTES DEL ORGANISMO

4.1.- Tipos genéricos de defensas antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando esta presente a bajas

concentraciones en presencia de un sustrato oxidable, retrasa o previene la oxidacion del

mismo. La salud del organismo depende en gran medida de eficaces sistemas de defensa

antioxidante que actuan contra el daiio producido por RL y ER.

Existen varias clasificaciones de las defensas antioxidantes, sobresaliendo dos:

a.- Defensas antioxidantes primarias y secundarias.

Las primarias previenen el fenomeno oxidativo impidiendo la formacion del radical
libre, o eliminando el radical libre cuando éste se forma. Aqui se incluirian la vitamina E, el
dcido ascorbico, [-caroteno, dcido urico y algunas enzimas como superoxido dismutasa,
glutation peroxidasa, catalasa y DT-diaforasa.

En cuanto a las secundarias, su funcion no residiria en ser protectoras o

eliminadoras del agente oxidante, sino que su papel seria el de eliminar los productos
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nocivos formados, impidiendo una acumulacion indeseable. En este segundo grupo se

incluyen enzimas de reparacion del ADN, asi como exonucleasas y endonucleasas, enzimas

proteoliticos (proteasas y peptidasas), enzimas lipoliticos (fosfolipasa A3) y transferasas.

Como sus nombres indican, excepto los sistemas de reparacion de ADN, las

restantes enzimas lo que hacen es metabolizar los acidos nucleicos, proteinas y lipidos que

han sido danados por el ataque de RL/ERO. Dichos materiales no solo no tienen interés

biologico, sino que su permanencia los convertiria con toda probabilidad en agentes nocivos

como se acaba de indicar.

b.- Defensas antioxidantes en funcion del mecanismo de accion.- Actualmente se

puede utilizar una clasificacion muy semejante, pero en lugar de utilizar los términos

primaria y secundaria, se denominan los sistemas antioxidantes en funcion de los

mecanismos de accion, precisamente los mismos que se han indicado previamente:

antioxidantes de prevencion, antioxidantes eliminadores de radicales (radical scavenger) y

sistemas enzimadticos de reparacion o de sintesis de novo. En la Tabla 4 se muestra una serie

de antioxidantes, de gran importancia en el sistema de defensa antioxidante del organismo,

clasificados segun el mecanismo de accion.

Tabla 4.- Clasificacion de los sistemas antioxidantes basados en su mecanismo de accion

Tipo del sistema
de defensa

Mecanismo de accion

Nombre del antioxidante

Antioxidantes de
prevencion

Antioxidantes
eliminadores de
radicales

Enzimas de
reparacion
y "de novo"

Impiden la formacion de RL

- Descomposicion no radical
de LOOHyH,0,

- Secuestro del metal por
quelacion

- Inactivacién del O, activo

Remueven radicales al inhibir el
inicio de la cadena y romper la
propagacion de la cadena

Reparan los dafios y
reconstituyen la membrana

- Catalasa, glutation peroxidasa
y -S-transferasa

- Transferrina, ceruloplasmina,
haptoglobina

- Superoxido dismutasa,
carotenoides

- Lipofilicos: ubiquinol,
vitaminas Ay E, carotenoides

- Hidrofilicos: Acido urico, acido
ascorbico, albumina, bilirrubina

- Enzimas de reparacion del
DNA, proteasas, transferasas,
lipasas
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4.2.- Sistemas de defensa antioxidante destacables

4.2.1.- Enzimas

4.2.1.1.- Superdxido dismutasa

Familia de metaloenzimas, conocida por acelerar la dismutacion espontanea de O;”

hacia H,O, y O,.

Se encuentran ampliamente distribuidas en todos los organismos aerébicos, jugando
un importante papel en el control de los niveles de O,” en los compartimentos celulares

(Monte, M. y Sacerdote de Lustig, E., 1994).

Se aislaron por primera vez en 1939, por Man y Keilin a partir de eritrocitos bovinos,
aunque en este primer aislamiento no se le asocid ninguna actividad enzimatica, siendo
denominada hemocupreina por su contenido en cobre. Posteriormente McCord y Fridovich,
en 1969, mostraron su capacidad enzimadtica para inhibir la oxidacion de ferrocitocromo C
por eliminacion de O,”, siendo renombrada como superoxido dismutasa (SOD) (McCord, J. y

Fridovich, 1., 1969).

Hoy en dia, se pueden localizar en mamiferos tres grandes familias separadas en base
a los metales que contiene y/o su localizacion en la célula. Dos familias son intracelulares, las
superoxido dismutasas cobre, cinc-dependientes (Cu, Zn-SOD) y las manganeso
dependientes (Mn-SOD) y una extracelular, las superoxido dismutasas extracelulares (Ec-

SOD) (Monte, M. y Sacerdote de Lustig, E., 1994).

Las Cu,Zn-SOD, presentan un peso molecular de 32.000 daltons, estando constituidas
por dos subunidades idénticas, con un 4tomo de cobre y otro de cinc cada una (Fridovich, 1.,
1975). De estos dos metales, el Cu es el que presenta una actividad catalitica, localizandose
en el sitio activo del enzima, mientras que el Zn desempefa una funcion basicamente
estructural (Dreosti, L.E. y Record, L.R., 1979). Esta familia se localiza principalmente en el
citosol de la célula. Su gen se localiza en el cromasoma 21 humano (Monte, M. y Sacerdote

de Lustig, E., 1994).
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Las Mn-SOD, estan constituidas por cuatro subunidades idénticas, con un atomo de
Mn por unidad. Su peso molecular es de 80.000 daltons y su localizacion primordialmente
mitocondrial (Fridovich, I., 1975). Su gen se localiza en el cromosoma 6 humano (Monte, M.

v Sacerdote de Lustig, E., 1994).

La ultima familia, las Ec-SOD, fué descubierta en 1982 por Stefan Marklund en tejido
pulmonar, tratdndose de un tetrdmero de 135.000 daltons y con un atomo de cobre por
subunidad. Su gen se localiza en el cromosoma 4 humano. Esta SOD presenta menor

actividad que las intracelulares (Monte, M. y Sacerdote de Lustig, E., 1994).

Las superoxido dismutasas estan ampliamente distribuidas por todos los tejidos, salvo
la Mn-SOD que no se localiza en eritrocitos. En humanos, las Cu, Zn-SOD, presentan mayor
actividad en higado y sustancia blanca del cerebro, y las Mn-SOD en higado, corazon y
pancreas. Las Ec-SOD son mas activa en el espacio extracelular del utero, glandulas tiroideas

y pancreas (Monte, M. y Sacerdote de Lustig, E., 1994).

El mecanismo general de actuacion de las SOD es el mostrado en la ecuacion [1].

[1] SOD-M"+ 0,” — SOD-M™"' + 0,
SOD-M™' +0,"+2H" > SOD-M" + H,0;

La superoxido dismutasa ha sido utilizada en la limitacion del daino oxidativo,
mediante inyeccion directa en sitios de inflamacion, demostando un efecto antiinflamatorio,
aunque es critica una dosis correcta (Winrow, V.R. et al, 1993). También se ha observado su
papel protector de la mucosa intestinal en procesos de isquemia-reperfusion (Shengyun, F, y
Chistensen, J., 1995), en radioterapia (Monte, M. y Sacerdote de Lustig, E., 1994), asi como

en otras patologias y 6rganos.

Es interesante la posible participacion de las Cu, Zn-SOD en la relacion especies
reactivas del oxigeno-sindrome de Down-demencia de Alzheimer. Se ha observado que el
sindrome de Down da lugar a una sobreproduccion de la SOD, al encontrarse en el

cromosoma 21, sobreproduccion que no se encuentra acompariada de un incremento de
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glutation peroxidasa ni catalasa, lo que conlleva un aumento en la produccion de H,O,, con
los consecuentes posibles efectos toxicos. A este proceso se le aiiade el hecho de que la
actividad de la Cu, Zn-SOD se localiza preferentemente en el hipotdlamo, region vulnerable

al daiio oxidativo en la enfermedad de Alzheimer (Evans, P.H., 1993).

4.2.1.2.- Catalasa

Fué una de las primeras enzimas antioxidantes descritas, hallindose en practicamente
todas las células de animales y plantas (Deisseroth, A. y Douce, A.L., 1970). Se trata de una
enzima intracelular ferriporfirinica, localizada principalmente en peroxisomas (80%) y citosol

(20%) (Nieto, N., 1993).

Se halla constituida por 4 subunidades, cada una con un grupo hemo enlazado en su

centro activo.

La funcidon de la catalasa es doble, ya que tanto cataliza la descomposicion de
peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno [1] (actividad catalitica), como la oxidacion de
donadores de hidrégeno, como pueden ser metanol, etanol, fenoles, etc., con la consumicion
de 1 mol de perdxidos [2] (actividad peroxidica) (debi, H., 1984). Dentro de los peroxidos
consumidos se encuentra el H,O, y los hidroperoxidos alquilo, siendo en este caso la

reactividad de la catalasa inversa a la longitud de la cadena.

[1] HzOz - 2H20+02

[2] ROOH + AH, — ROH + H,0 + A

El que predomine la reaccion [1] o la reaccion [2], va a depender de la concentracion
de donadores de hidrégeno y de la concentracion o produccion de H,O; en el sistema (A4ebi,
H., 1984). Se ha observado que la descomposicion de H,O, es muy rapida, mientras que las
reacciones peroxidativas son relativamente lentas (4debi, H., 1984). En ambas reacciones, lo
primero en formarse es un complejo primario entre el H,O, o el hidroperoxido y el hierro del

grupo prostético [1], dando lugar a la formacion del complejo activo I, complejo que
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reacciona con otra molécula de hidroperoxido para dar finalmente agua y oxigeno [2]

(Deisseroth, A. y Dounce, A.L., 1970).

[1] P-Fe**-OH + H,0, — P-Fe**-00H + H,0

[2] P-Fe*"-O0H + H,0, — P-Fe**-OH + H,0+ O,

La catalasa presenta una afinidad por el H,O, baja, es decir necesita altas
concentraciones del mismo para poder trabajar rapido (Roberfroid, M. y Buc-Calderon, P.,
1995), aunque se ha observado una rapida inactivacion de la actividad de la catalasa a
concentraciones de H,O, superiores a 0.1M, por formacion de los complejos inactivos I y III
(debi, H., 1984); igualmente se ha observado inactivacion de la catalasa por anién superoxido

(McCord, J., 1989).

La concentracion de este enzima es distinta en los diferentes oOrganos o
compartimentos, asi, en plasma su concentracion es bastante baja (Ramon, J.R., 1993),
encontrandose practicamente ausente en cerebro, aunque su actividad puede ser inducida por
el factor de crecimiento nervioso (Evans, P.H., 1993), siendo muy activa en higado y

eritrocitos (Nieto, N., 1993).

Se ha observado que puede ser el antioxidante celular méas importante cuando se
escapa de la células necrosadas, autolimitando la extension del dafio por radicales libres.
Experimentalmente se ha utilizado con éxito en la isquemia-reperfusion del corazén aislado
de rata, para minimizar las arritmias severas y la destruccion miocérdiaca producida por

especies reactivas del oxigeno (Ramon, J.R., 1993).

También se ha demostrado su capacidad para atrapar acido hipocloroso e inhibir

metaloproteinas (Baud, L. y Ardaillou, R., 1993).

4.2.1.3.- Glutation peroxidasa
Este término engloba a un conjunto de enzimas que catalizan la reaccion de
hidroperoxidos con glutation (GSH), dando lugar a la formacién de glutation disulfuro

oxidado (GSSG) y el producto de reduccion de hidroperdxidos [1].
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[1] ROOH +2GSH — ROH + H,0 + GSSG

El radical (R) puede ser cualquier grupo organico, aromatico o alifatico, o

simplemente hidrégeno, siendo en este caso el substrato el H,O, (Mannervik, B., 1985).

En organismos vivos se encuentran dos grandes grupos, las glutation peroxidasas-

selenio dependientes y la selenio independientes (Mannervik, B., 1985, Nieto, N., 1993).

Las selenio dependientes son tetraméricas, conteniendo selenio en forma de enlaces
covalentes selenio-cisteina en su centro activo (Mannervik, B., 1985). Son activas frente a
hidroperoxidos organicos y H,O,, localizdndose primordialmente en citosol (70%), y en
menor cantidad en mitocondrias (30%), en la matriz mitocondrial y en lugares de contacto
entre la membrana externa e interna mitocondrial (Nieto, N., 1993; Benzi, G. y Moretti, A.,

1995).

El segundo grupo no requiere selenio para su actividad catalitica, presentando en
general una menor afinidad por el H,O,. Realmente esta actividad peroxidasa es llevada a
cabo por las glutation transferasas, las cuales se ha observado que aumenta su actividad de
peroxidasa, disminuyendo su actividad transferasa, en situaciones de estrés oxidativo; este
aumento y cambio de actividad ha sido observado en microsomas de higado de rata entre
otros 6rganos y especies (Warholm, M. et al, 1985; Aniya, Y. y Naito, A., 1993; Erifi, M. et
al, 1993).

Las selenio independientes se localizan en citosol, mitocondrias y fracciones celulares

que contengan membranas.

En la mayoria de los animales las selenio dependientes son las responsables de la

mayor fraccion de actividad peroxidasa (Guthenberg, C., 1985).

En mamiferos se ha descubierto un segundo tipo de glutation peroxidasas selenio
dependientes que, a diferencia de las anteriores estd constituida por una sola unidad, son

formas isoenzimaticas de las glutation peroxidasas selenio dependientes, que actuan sobre
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hidroperoxidos de fosfolipidos sin necesidad de la actuacion de la fosfolipasa A,. Son
enzimas solubles, localizados en citosol pero activos sobre membranas (Maiorino, M. et. al.,
1990). Son menos activas sobre el H,O, que las glutation selenio dependientes, presentando
igual reactividad frente a hidroperéxidos de acido linoleico y siendo las tnicas activas sobre

hidroperéxidos de fosfolipidos (Maiorino, M. et al, 1990).

El mecanismo de accion de las selenio dependientes sigue el esquema de la reaccion
[1].
[1] ROOH + E-CysSeH — E-CysSeOH +ROH
E-CysSeOH + GSH — E-CysSe-SG + H,0
E-CysSe-SG + GSH — E-CysSeH + GSSG

4.2.1.4.- Glutation reductasa

Se trata de una flavoproteina localizada en el citosol y mitocondrias de la mayoria de
los tejidos. Actua catalizando la reduccion NADPH dependiente del glutation disulfato
oxidado, hacia glutation reducido (GSH) [1]. A su vez el NADP" se regenera reduciéndose a

través de la via de las pentosas fosfato (glucosa 6P — gluconato)

[1] NADPH+H*+GSSG —> NADP' +2GSH

Estd constituida por dos subunidades identicas, presentando un peso molecular de

100.000 daltons y como grupo prostético FAD (Carlberg, I. y Mannervik, B., 1995).

Su importancia radica en la capacidad para mantener los niveles de glutation reducido,
el cual juega un importante papel en varios procesos de oxido-reduccion, entre los cuales se
encuentra el servir de sustrato donador de hidrogenos en la actividad de la glutation
peroxidasa.

En la Figura 18 se muestra un esquema general de las distintas enzimas comentadas.

4.2.2 .- Componentes no enzimaticos

4.2.2.1.- Vitamina E
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Su estructura quimica es la de una molécula de tocol, constituida por un nucleo
hidroxicromona al que se une una cadena de fitilo. Existen al menos ocho formas isoméricas,
las cuales se dividen en dos grupos, cuatro con una cadena saturada de fitilo (a-, B-, y-, y 0-
tocoferol) y cuatro con una cadena de fitilo con dobles enlaces en la posicion 37, 7y 117(a-,
B—, y—, y 0—tocotrienol). Las diferencias entre las formas isoméricas de cada grupo se

encuentran en la posicion de los grupos metilo en el anillo.
De estas formas isoméricas el o-tocoferol predomina en muchas especies, siendo la

forma mads activa bioldgicamente y el mejor antioxidante liposoluble en células de mamiferos

y sangre (Burton, G.W. et al, 1982).
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Se ha demostrado experimental y clinicamente, tanto in vitro como in vivo, la funcion
de la vitamina E como antioxidante lipofilico, mediante la eliminaciéon de radicales libres
(Tapel, A., 1968, Chow, C.K., 1991, Liebler, D.C., 1993), siendo conocida su actividad para

eliminar oxigeno singlete, asi como otros radicales del oxigeno (Sies, H. et al, 1993).

El sitio activo se encuentra en el grupo 6-hidroxilo del anillo cromanol, el cual se
situa, a nivel de membrana, cerca de la superficie polar, mientras que la cadena fitilo, se
encuentra interaccionando con los acidos grasos de los fosfolipidos en la region no polar,
siendo esta la responsable de la cinética de transporte y retenciéon en membranas (Graham,

W.B. y Maret, G.T., 1990), no estando completamente fijo en estas

El mecanismo de inhibicion de la oxidacion, especialmente de lipidos, por a-
tocoferol, estd ampliamente estudiado in vitro y bastante bien comprendido (Liebler, D.C.,
1993). Al parecer es a nivel del radical lipidico peroxilo (LOO"), en lo que respecta a la
cadena de propagacion de la peroxidacion lipidica, donde se observa su actuacion,
eliminandolo e impidiendo que continue la cadena y por lo tanto la formacion de nuevos

radicales.

Se conoce que el a-tocoferol, atrapa al radical peroxilo 10 veces mas rapido de lo que
este reacciona con otro lipido, es decir, sobre el 90% de los radicales peroxilo son atrapados
por a-tocoferol antes de que ataquen a otros lipidos (Machlin, L.J., 1991). Igual eficiencia se

ha observado in vivo para atrapar radicales alcoxilos e hidroxilos.

El radical a-tocoferoxilo formado en la reaccidon, puede seguir varias direcciones:
reaccionar con otro radical peroxilo y dar un aducto, reaccionar con otro radical de vitamina
E y dar un dimero (?, ser reducido por un reductor como la vitamina C, ubiquinol o glutation;
otra via es la sustraccion de un atomo de hidrogeno de lipidos o hidroperoxidos, dando un
radical lipidico o radical peroxilo respectivamente, pudiéndose volver a poner en
funcionamiento la cadena de propagacion. En la Figura 23 se representan estas vias. La
potencia de la vitamina E como antioxidante va a depender de estas reacciones competitivas

(Packer, L., 1991). (Figura 19).
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Como ya ha sido mencionado, son numerosos los estudios que demuestran que el o-
tocoferol actlia como un potente antioxidante lipofilico y supresor del dafio oxidativo en

membranas biologicas, lipoproteinas y tejidos (Niki, E., 1995; Jessup, W. et al, 1990).

HO
/ m\/\/\/\/\/\/‘\ a.-tocoferol (ArOH)

L-00
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|
o Radical a.-tocoferol quinona

(ArO))

GSH

CoQH, L Acido ascoérbico
Vitamina E
radical reductasa
CoQ Acido dehidroascérbico
GSSG
a -tocoferol

Figura 19.- Mecanismo de accion de vitamina E en la inactivacion de radicales libres y
sistemas de regeneracion del radical de la misma ( L-OO .- Radical peroxilo)

También existen estudios que muestran una cierta capacidad prooxidante de la
vitamina E, actuando como un componente en la cadena de propagacion, ya que su
incorporacién en membrana cerca de la superficie facilitaria la captura de radicales de la fase
acuosa, pudiendo seguir, el radical tocoferoxilo resultante, la via de ataque a otros lipidos e
iniciando la cadena de oxidacion. Parece ser que esta actividad prooxidante in vivo no es tan
importante, debido a los agentes reductores como ascorbato, ubiquinol y glutation, que
regeneran el a-tocoferol (Nagaoka, S. et al, 1990; Bowry, V.W. et al, 1995). El ascorbato es
consumido primero cuando el radical tocoferilo se encuentra en la fase acuosa, mientras que

el ubiquinol es consumido primero cuando los radicales son formados en la membrana.
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Son muy numerosos los estudios que muestran su relacién y actuacion en el
tratamiento de patologias diversas. Asi, se ha observado que deficiencias severas o cronicas
pueden dar lugar a un progresivo sindrome neuroldgico, involucrando a la vitamina E en un
optimo desarrollo y mantenimiento de la funcion e integracion del sistema nervioso y
musculo esquelético. Otros estudios evidencian que suplementando la dieta con vitamina E se
reduce el riesgo de enfermedades del corazon, e igualmente, se ha observado su accion en

cancer, envejecimiento, polucion, etc. (Landvik, S.V. et al, 1995).

4.2.2.2..- Coenzima Q

Se trata de una benzoquinona que presenta en la posicion 6 una cadena lateral
constituida por un numero variable de unidades isoprenoides. Su funcidon principal es de
actuar como transportador mévil en la cadena de transporte de electrones mitocondrial,

transfiriendo electrones desde los complejos tipo deshidrogenasa al complejo III.

Su actividad antioxidante fue observada, en estudios pioneros, por Mellors y Tappel
(Mellors, A. y Tappel A.L., 1966), los cuales mostraron una eficiente inhibicion de la

lipoperoxidacion por ubiquinol-6.

A partir de este estudio, se realizaron muchos otros en los que se demostrd la
interaccion directa del coenzima Q con radicales libres, disminuyendo asi la oxidacion de
lipidos en liposomas, membranas (mitocondrias, microsomas, etc.), células y lipoproteinas

(Ernster, L. et al, 1992).

En los estudios iniciales se sugeria que tanto la forma oxidada del coenzima Q
(ubiquinona) como la reducida (ubiquinol, CoQH,), ejercian los mismos efectos
antioxidantes, aunque en experimentos posteriores se mostro que era requerida una muy alta
concentracion de ubiquinonas para observar una actividad antioxidante significativa (Landi,
L. et al, 1990), encontrandose que en diferentes fracciones membranosas la forma reducida o
ubiquinol, demostraba una mayor habilidad que la forma oxidada para inhibir la

lipoperoxidacién inducida por Fe**- ascorbato (Kagan, V.E. et al, 1990).
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Igualmente se ha mostrado, in vitro, que ubiquinoles con cadenas laterales
isoprenoides cortas (Q;-Q4) ejercen un efecto inhibidor de la lipoperoxidacion mas potente

que sus homoélogos de cadena larga (Qs-Q1o) (Kagan, V.E. et al, 1990).

La reactividad de los ubiquinoles con radicales peroxilo no es muy alta,
encontrandose para el ubiquinol-9 una constante de interaccion de 3,4 x 10° M s, siendo
esta constante un orden de magnitud mas bajo que la presentada para la vitamina E (33,0x10°

M s (Valerian, EK. et al, 1990).

Se supone que el mecanismo antioxidativo mas utilizado o significativo es el del
mantenimiento del pool de vitamina E a traves de la reduccion del radical a-tocoferoxilo.
Este dato esta reforzado por el hecho de que la constante de interaccion ubiquinol-radical
tocoferoxilo es de 3,74x10”° M™'S™ (a 25°C en benceno), mucho més alta que la constante de
reaccion con radical peroxilo, por lo que se observa una preferencia por reducir o-

tocoferoxilo mas que por interacionar con radicales peroxilo (Mukai, K. et al, 1993).

COQH - CoQ

Fé* Oy

CoQ  qumumm CoQH

Figura 20.- Mecanismo antioxidante a través del coenzima Q
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De los estudios realizados por numerosos grupos de investigacion, se extraen varios
mecanismos de actuacion antioxidativa. Asi, uno de los mecanismos es la reduccion directa
de especies perferrilo (Fe*™ - O,7)por CoQH, [1], con la consecuente prevencion del ataque
de estas especies, considerandose este mecanismo como inhibidor de la sintesis de radicales
alquilo y peroxilo. Otro mecanismo es la interaccion directa con anion superoxido [2] y con
radicales alquilo y peroxilo, mediante donacion de atomos de hidrégeno a estos radicales [3]

(Figura 20) (Litarru, G.P., 1994; Kagan, V.E. et al, 1995).

[1] CoQH, +Fe**-0,” - CoQ + Fe*' + H,0,

[2] CoQH, +20;,” — CoQ +0; + H,0,

[3] L'+ CoQH, — LH+ CoQ~
LOO + CoQH,; — LOOH + CoQ~

Unos de los mecanismos mas significativos, como se ha comentado anteriormente, es

la regeneracion de a-tocoferol [4].

[4] CoQH; +T-O' — CoQ + T-OH

Otro mecanismo antioxidante, que lo involucra en el dafio por isquemia-reperfusion,
consiste en la actuacion del CoQH,; sobre la formacion de ferril mioglobina (forma radical),
producto formado en la interaccion de mioglobina con H,O,, poderoso agente oxidante capaz
de atacar importantes componentes celulares, asi, en estudios in vitro se muestra que la
adicion de ubiquinol reduce estos compuestos y por lo tanto su dafio, regenerdndose ademas
la forma oxidada de CoQ. Este mecanismo presentaria una doble ventaja: disminuciéon de un

radical y regeneracion de ubiquinona (Litarru, G.P. et al, 1995).

La posible inducciéon de DT-diaforasa, un enzima que convierte a las quinona en
hidroquinonas, mas que en semiquinonas, preveniendo asi su posterior autoxidacion, podria

convertirse en otro mecanismo antioxidante (Lind, C. et al, 1982).
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Estudios realizados por nuestro grupo de investigacion, involucran al CoQ en la
modificacion de la extension de la proxidacion lipidica inducida por estrés enddgeno o
exégeno y/o inducida por manipulacion de la grasa alimentaria, demostrando que la
induccion de oxidacién por un estrés, ya sea exdgeno (adriamicina) o endogeno (ejercicio
fisico) aumenta el contenido de CoQ en membrana, siendo ademds mayor el efecto cuanto

mas insaturada es la grasa de la dieta (Mataix, J. et al, 1997).

4.2.2.3.- Carotenoides

El término carotenoide se utiliza generalmente para designar a moléculas de 40
atomos de carbono y un extenso sistema de dobles enlaces conjugados (Handelman, G.J.,
1995). Son pigmentos ampliamente distribuidos en la naturaleza, siendo el carotenoide
prototipo el B-caroteno, sobre todo por ser el que mayor actividad vitamina A posee

(Simpson, K.L. y Chichester, C.O., 1981).

Se ha observado en numerosos estudios su actividad antioxidante, mostrandose su
capacidad para reaccionar con oxigeno singlete, radical peroxilo, radical hidroxilo, anion

superdxido, acido hipocloroso y otras especies reactivas (Handelman, G.J., 1995).

De estos estudios se extrae que la capacidad antioxidante de los carotenoides, depende
fundamentalmente de la concentracion de O, existente, la estructura quimica de los mismos y

el efecto acompanante de otros antioxidantes (Krinsky, N.I., 1993).

Los carotenos presenta una mayor actividad a bajas presiones de oxigeno, perdiendo
efectividad conforme aumenta dicha presion (Krinsky, N.I., 1993; Handelman, G.J., 1995).
Burton e Ingold incluso observaron una cierta actividad prooxidante de los carotenos, a una
presion de 1 atmosfera y con una proporcion carotenoide:lipido de 1:300 (Burton, G.W. y
Inglod, K.U., 1984), aunque esta actividad prooxidante a altas presiones no esta del todo

confirmada.

En lo referente a la relacion estructura-actividad antioxidante, se ha observado que no
todos los carotenoides muestran la misma capacidad antioxidativa. Asi, en estudios in vitro,

se observa que los carotenoides con 8 o mas dobles enlaces son 1000 veces mas efectivos, a
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la hora de reaccionar con oxigeno singlete, que los que presentan 5 o menos (Handelman,
G.J., 1995). Otros autores han observado que carotenoides con dobles enlaces conjugados
adicionales, como licopeno, incrementan su constante de interaccion; también la presencia de

carbonilo terminal, epoxidos u otros grupos oxigénicos la incrementan (Hirayana, D. et al,

1994).

Con respecto al oxigeno singlete, se ha mostrado in vitro que una molécula de [3-
caroteno es capaz de interaccionar con al menos 100.000 moléculas de oxigeno singlete,

antes de su total destruccion (Handelman, G.J., 1995).

En otros estudios se ha observado que la accion sinérgica de a-tocoferol y B-caroteno
aumenta la actividad antioxidante de este ultimo, seguramente mediante la proteccion por
parte del a-tocoferol de la autooxidacion de B-caroteno e inhibicidon de los posibles efectos
oxidantes del radical peroxilo de [B-caroteno (PB-car-oo ° ), formado durante la accion

antioxidante del mismo (Krinsky, N.I., 1993).

El mecanismo de accion no es conocido en todos los casos, aunque se ha observado
que con el radical peroxilo forma un intermediario radical transitorio [1] y en el caso del
oxigeno singlete actia mediante la transferencia de energia de excitacion al B-caroteno, con

posterior eliminacion de dicha energia como calor [2] (Handelman, G.J., 1995).

[1] ROO " + B-caroteno — ROQO" -B-caroteno

[2] 'O, + carotenoide — ‘0, + >carotenoide

3carotenoide — carotenoide + calor

La mayoria de estos estudios han sido realizados in vitro, aunque los estudios
realizados in vivo refuerzan los datos observados, destacando dos aspectos importantes en la
actividad antioxidante de los carotenoides, uno de ellos es la eficiencia en una disminucion
directa de la peroxidacion lipidica y el otro es la habilidad de esta molécula para modular los

niveles enddgenos de otros antioxidantes (Krinsky, N.I., 1993).

4.2.2.4.- Vitamina C
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La vitamina C o 4cido ascorbico, presenta la capacidad de poder sufrir rapidamente
dos procesos oxidativos monovalentes consecutivamente con la formacion del radical
semidihidroascrobato (Asc ) como intermediario, radical relativamente no reactivo

Estas caracteristicas hacen a este compuesto un excelente antioxidante hidrosoluble

donador (Buettner, G.R. y Jurkiewicz, B.A., 1995).

El ascorbato seglin algunos autores es el antioxidante plasmatico mas eficaz, ya que
aunque su contribucion a la capacidad antioxidante es de 0-24%, menor que la encontrada
para urato (35-65%) o para las proteinas plasmaticas (10-50%) (Etsuo, N., 1991), es el

primero en ser consumido y por lo tanto en atacar (Frei, B., 1991).

Este componente es capaz de interaccionar directamente con O, ©, OH °, oxigeno
singlete, radicales centrados en el nitrogeno y en el sulfuro y radicales lipidicos (Stadman,
R.E., 1991; Buettner, G.R. y Jurkiewicz, B.A., 1995), siendo, por ejemplo, mas eficaz en la
prevencion de la oxidacion por NO, que la vitamina E (Sauberbich, H.E., 1994).

Otro mecanismo antioxidante importante llevado a cabo por la vitamina C, es la
regeneracion del a-tocoferol por medio de la interaccion con el radical tocoferoxilo (Niki, E.,

1991).

A pesar de que la vitamina C es hidrosoluble y el tocoferol liposoluble, la interaccion
entre ambas es posible gracias a la disposicion del grupo fenol activo del tocoferol en las
membranas bioldgicas, el cual se localiza en la interfase agua-membrana. Asi, el a-tocoferol
protege a las membranas del dafio oxidativo y la vitamina C, ademas de regenerar el poo/ de
tocoferol de membrana, protege a las membranas de las posibles reacciones prooxidantes del

radical tocoferoxilo (Niki, E, 1991, Sauberlich, H.E., 1994).

Son muy numerosos los estudios en los que se observa el efecto preventivo, en mayor
o menor grado, de la ingesta de vitamina C sobre numerosas patologias tales como cataratas,
diabetes mellitus, cancer, enfermedades respiratorias, lipoperoxidacion, enfermedades
coronarias, etc. (Frei, B., 1991, Sauberlich, HE., 1994, Brown, L.A. y Jones, D.P., 1995).

Por ejemplo, se ha observado que una alta ingesta dietética de vitamina C presenta un efecto
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protector frente al desarrollo de sintomas cronicos respiratorios, asociandose a una reduccion

en la peroxidacion lipidica (Schwartz, J. y Weiss, S.T., 1990).

La regeneracion de ascorbato puede ser via enzimatica, mediante la
monodihidroascorbato reductasa y la dehidroascorbato reductasa (Buettner, G.A. y
Jurkiewicz, B.A., 1995). Otras vias son mediante interacciones con otras moléculas como

glutation o por interaccion de dos radicales semidihidroascorbato (Stadtman, E.R., 1991).

Una cierta actividad prooxidante ha sido observada para la vitamina C, radicando en
su capacidad para reducir metales cataliticos de transicion como Fe** o Cu** a Fe ** o Cu",
con la toxicidad que ello implica, aunque el predominio de una actividad prooxidante o
antioxidante, va a depender de las concentraciones relativas de ascorbato y metales de
transicion libres, mostrandose la prooxidante en condiciones de bajas concentraciones de
ascorbato y relativamente altas de metales libres (Buettner, G.R. y Jurkiewicz, A.B., 1995).
Esta actividad prooxidante se ve disminuida por interacciones con otros antioxidantes, por
ejemplo se ha observado que el urato protege de la oxidacion por acido ascorbico mediante el

atrapamiento de metales cataliticos (Sevanian, A. et al, 1991).

Otro mecanismo de posible actividad prooxidante por parte del acido ascérbico, radica
en su propia autoxidacion con produccion de anion superdxido, lo cual también requiere la
presencia de metales de transicion, observandose que el cobre es 80 veces mas eficiente que

el hierro en esta catalisis (Buettner, G.R., 1988).

4.2.2.5.- Compuestos fenolicos

Estos compuestos ampliamente presentes en alimentos de origen vegetal como
verduras, hortalizas, frutas, vino, té, etc., ascienden en la actualidad a mas de cinco mil
compuestos. Actuan sobre un gran nimero de funciones bioldgicas (permeabilidad capilar,

inhibicion enzimatica, mecanismos de transporte) y son asimismo, eliminadores de radicales.

El compuesto mas conocido es la quercetina (3,5,7,3",4"-pentahidroxiflavona), que

tiene mas de ciento cuarenta derivados. La quercetina funciona como inhibidor de diversas
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enzimas (XO, XDH, citocromo P4s9, proteinquinasa, lipoxigenasa, ciclooxigenasa,

. . 2+ , . . .
mieloperoxidasa, Ca” -ATPasas, etc.) a través posiblemente de diferentes mecanismos.

La multiplicidad de variedades y funciones de los flavonoides ha sido causa de
muchas confusiones al menos en lo que concierne a los estudios in vitro. En cualquier caso,
los mecanismos celulares de proteccion frente a RL/ERO, se pueden englobar en los

siguientes:

- Capacidad antioxidativa directa, protegiendo la vitamina E o regenerando la

vitamina A.

- Efecto inhibidor de lipoxigenasas.

4.2.2.6.- Acido vrico

El acido urico es el producto de la oxidacion de la hipoxantina y xantina a través de
xantina oxidasa y xantina deshidrogenasa (XO y XDH). En los tejidos humanos, a causa de
la carencia de urato-oxidasa, se acumula como producto final del metabolismo de las
purinas. In vitro inhibe la generacion de HO' dependiente de metales de transicion, ademds
es un potente inactivador del oxigeno singlete, y atrapa radicales peroxilos en fase acuosa,
de modo mas eficaz que el acido ascorbico. El efecto antioxidante del acido urico in vivo

depende directamente del nivel de alantoina, uno de los productos de su oxidacion.

4.2.2.7.- Otros antioxidantes

En el organismo existen otras muchas moléculas que actuan como antioxidantes, entre
ellas se encuentra el glutation, tripéptido formado por glutamina, cisteina y glicina. Se
encuentra en practicamente todas las células, presentando un importante papel como

antioxidante intracelular y en el liquido de recubrimiento epitelial (Ramon, J.R., 1993).

El sistema glutation reducido-oxidado utiliza hidroperdxidos para oxidar el glutation
reducido, existiendo evidencias crecientes de que es necesario un fino balance entre

GSH/GSSG para un adecuado mantenimiento de la salud (Ramon, J.R., 1993).
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Al igual que el glutation otros aminoédcidos presentan una actividad antioxidante,
como la cisteina y cisteamina, que pueden provocar la reduccion de diversos compuestos
organicos por medio de la donacion de electrones desde los grupos sulfidrilos o como la

taurina, que puede reaccionar con el acido hipocloroso (Romero Alvira, D. et al, 1992).

Existen otras moléculas como la bilirrubina, que reacciona con radicales peroxilo y
las glucosa, la cual presenta una accion eliminadora de radical hidroxilo (Romero Alvira, D.

etal, 1992; Ramon, J.R., 1993).

Otro mecanismo de proteccion contra la oxidacion es la quelacion o atrapamiento de
los metales de transicion, asi las proteinas transportadoras de hierro como transferrina, con
dos 4atomos de hiero unidos, la ferritina, que puede transportar hasta 4.500 atomos de hierro,
son antioxidantes. La ceruloplasmina, es una atrapadora de cobre, observandose que en la
enfermedad de Wilson, un desorden metabolico caracterizado por unas bajas concentraciones
de ceruloplasmina en sangre, tiene lugar un fuerte ataque de radicales libres estimulados por
cobre y el tratamiento con penicilamina, un agente quelador de cobre, la disminuye. La
ceruloplasmina también juega un papel en la oxidacion de hierro hacia la forma férrica, que

como se ha indicado es menos reactiva. (Cheeseman, K.H., 1993; Litarru, G.P., 1994).

4.2.3.- Mecanismos de reparacion

Los mecanismos reparativos, eliminan biomoléculas danadas antes de que su
acumulacion y/o presencia de lugar a alteraciones en el metabolismo celular o incluso la
muerte celular. Asi, el dafo oxidativo a acidos nucleicos es reparado por enzimas especificas
(Cheeseman, K.H. y Slater, T.F., 1993), como las DNA glicolasas, las cuales pueden ser de
dos tipos, unas capaces de hidrolizar enlaces N-glicosilicos entre una dafiada o inapropiada
base y el azucar desoxirribosa y otras que ademas de presentar la funcion anteriormente
mencionada, presentan actividad B-liasa, eliminando los sitios azucares-fosforo resultantes

por B-eliminacion. También encontramos endonucleasas de varios tipos (Ramotar, D.y

Demple, B., 1993).
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Proteinas oxidadas son eliminadas por sistemas proteoliticos y los lipidos de
membrana oxidados por peroxidasas, lipasas y aciltransferasas, por ejemplo la fosfolipasa A,,
que se encarga de liberar los acidos grasos oxidados de los fosfolipidos de membrana, para
que puedan actuar sobre ellos los sistemas antioxidantes correspondientes (Cheeseman, K.H.
vy Salter, T.F., 1993), habiéndose observado que su actividad aumenta en la membrana interna
mitocondrial y otras membranas en respuesta a condiciones asociadas a un incremento de

especies reactivas del oxigeno (Malis, C.D. et al, 1990; Hatch, G.M. et al, 1993).

4.2.4.- Mecanismos de adaptacidén

Los radicales libres formados en el entorno de la célula y las especies reactivas del
oxigeno, pueden actuar como sefales capaces de inducir la sintesis y el transporte de los
apropiados antioxidantes al sitio de accidon. Por ejemplo, el ejercicio fisico es un estimulo
capaz de inducir las sintesis de catalasa, otras peroxidasas y coenzima Q (Litarru, G.P.,

1994).

Otro ejemplo se encuentra en la activacion por especies reactivas del oxigeno de
genes reguladores transcripcionales, como es el caso del NF-kB, involucrado en la respuesta

inflamatoria en fase aguda (Sies, H., 1993).

4.3.- El equilibrio oxidacion-antioxidacion en el proceso de envejecimiento

La respuesta acerca del estrés oxidativo neto resultante durante el proceso de
envejecimiento es controvertida ya que hay estudios que detectan elevaciones en los niveles
de diversos marcadores de estrés oxidativo y otros que no detectan tales aumentos. Algunas
de las claves para encontrar esta disparidad de resultados pueden hallarse en el tipo de
material bioldgico ensayado o en el parametro elegido. En relacion al material bioldgico,
muchos de los estudios se realizan utilizando homogenados tisulares o células completas, y
no se debe olvidar que la mayor proporcion del estrés oxidativo celular proviene de la
mitocondria. De este modo, la mala eleccion del material biologico puede dar lugar al
enmascaramiento de las diferencias (el ADNmt representa un 5% del ADN nuclear). Ademas,
el estrés oxidativo neto parece ser dependiente del sexo del animal, de la especie, del tejido

estudiado, del perfil lipidico de las membranas biologicas, etc. Hechas estas salvedades, se
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han hallado aumentos en los niveles de exhalacion de etano y pentano debidos a la edad en
ratas viejas, mayores niveles de proteinas carbonilo y 8-OHdG en el cerebro y otros tejidos de
rata, ratones y humanos (Sagai, M. y Ichinose, T., 1980; Sohal, R.S. y Dubey, A., 1994, Lee,
C.M. etal, 1997).

Segun Halliwell y Gutteridge (Halliwell, B. y Gutteridge, J M.C., 1999), el nivel de
dafio oxidativo en equilibrio (los niveles normales), es el resultado del balance entre los
niveles de dafio y los niveles de reparacion o de sustitucion de las moléculas dafiadas. De este
modo, en términos de balance, un aumento neto del dafio oxidativo en el envejecimiento
puede ser observado en forma de mayores niveles de dafio como tal o como fallos en el
sistema de reparacion de dicho dafio como consecuencia de la edad. En este sentido, se ha
observado una correlacion positiva entre la eficiencia de los enzimas reparadores del ADN y
longevidad de las especies (Barnett, Y.A. y King, C.M., 1995). Por otro lado, se sabe que la
capacidad de diversas lineas celulares para degradar proteinas anormales y reparar ADN
parece disminuir a medida que envejecen. Por tanto, el concepto de estrés oxidativo ademas
de tener en cuenta el grado de producciéon de ERO y/o disminucion en la capacidad
antioxidante debe ser ampliado al entramado complejo, y en gran manera desconocido, de los

sistemas de reparacion del daio (Bohr, V.A. y Anson, R.M., 1999).

Con respecto al comportamiento de las defensas antioxidantes durante el
envejecimiento, parece que en general la proteccion no falla con la edad (Kellog, E.W. y
Fridovich, 1., 1976), si bien hay excepciones. No obstante, en el supuesto de que las defensas
antioxidantes no fallasen, esto no seria un argumento en contra de la teoria del estrés
oxidativo. Esto es asi porque la teoria del estrés oxidativo se puede considerar como una
ecuaciéon en la que intervienen multiples factores de entre los cuales los niveles de
antioxidantes serian so6lo uno de tales factores. En dicha ecuacion no se podrian olvidar
factores como el grado de expresion y actividad de los enzimas antioxidantes, la eficacia de
los sistemas de reparacion, la disponibilidad de metales de transicion en el medio, los
cambios estructurales en el material biologico con la edad, la ingesta o procesamiento de
antioxidantes procedentes de la dieta, la produccion de radicales libres como tal y el punto en
el cual las células oxidativamente dafiadas son eliminadas apoptdticamente (Halliwell, B. y
Gutteridge, JM.C., 1999). Hechas las anteriores salvedades, se puede decir que en general no

hay descensos grandes en los niveles de antioxidantes durante el envejecimiento, habiéndose
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incluso registrado algunos aumentos (elevacion de los niveles de vitamina E o aumento en la

actividad SOD).

5.- NUTRICION Y ENVEJECIMIENTO

La influencia que la nutricion tiene sobre el proceso de envejecimiento parece cada
dia mas evidente, lo que acentia el interés de todo el mundo, desde especialistas a
politicosanitarios, en poder llevar los postulados cientificos a la correspondiente terapéutica

aplicada.

Dicho lo anterior hay que ser cautos a la hora de establecer las verdaderas relaciones
entre nutricion y envejecimiento, especialmente aquellas situaciones nutricionales que
conducen a enfermedades relacionadas con la edad. Es evidente, por poner un ejemplo
concreto, que una alteracion cronica en el patrén lipidico de la dieta, puede conducir a una
enfermedad cardiovascular y esta a su vez reducir la expectativa de vida. Lo mismo se puede
decir cuando diversas transgresiones alimentarias conducen a diabetes mellitus tipo II, a
cancer o cuando el deficit de uno o mas micronutrientes dan lugar a enfermedades carenciales
que finalmente reducen las expectativas de vida. Pero las enfermedades relacionadas con la
edad no son envejecimiento, o dicho de otra manera, el envejecimiento no es una

enfermedad, como ya se destacd al comienzo de esta memoria.

Por lo anteriormente comentado hay que intentar separar aquellas condiciones
nutricionales que provocando una enfermedad reducen la expectativa de vida y centrarse en
aquellas otras que sin mediar enfermedad alguna hacen envejecer mas o menos

prematuramente.

Hasta este momento, las evidencias mdas concluyentes, entre nutricion y
envejecimiento, estan situadas en el mundo del dafio oxidativo, pero esto en absoluto
descarta, como ya se indicd, que haya otro tipo de agresiones celulares que afecte a la

capacidad vital del organismo.

Los estudios nutricionales mas prometedores desde el punto de vista de la relacion

nutricidn-envejecimiento, se han conseguido con la restriccién caldrica. Por otra parte,
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también se han realizado numerosos estudios centrados en el papel antioxidante de numerosas

sustancias ingeridas en la dieta y en la posible suplementacion con dichos antioxidantes.

5.1.- Restriccion caldérica, suplementacion con antioxidantes y retardo del proceso de

envejecimiento

El papel de la restriccion caldrica, o lo que es lo mismo, de la limitacion de la ingesta
de alimentos, fue descrito por primera vez en 1935 por McCay y colaboradores (McCay,
C.M. et al, 1989). Desde entonces se ha descrito como la restriccion calorica aumenta la vida
media en un amplio rango de especies y en roedores ademas disminuye la velocidad con que
determinadas enfermedades relacionadas con la edad aparecen (Masoro, E.J., 1999; Finkel,
T. y Holbrook, N.J., 2000). Aunque hay varias teorias para explicar el efecto
antienvejecimiento de la restriccion calorica, la hipotesis mas plausible propone que dicho
efecto se lleva a cabo a través de una reduccion en el estrés oxidativo. Esto se sustenta, entre
otras, en la observacion de que ratones caldricamente restringidos generan un menor estrés
oxidativo que sus homologos alimentados ad libitum, produciendo ademas un menor indice
de oxidacion de lipidos, proteinas y ADN (Masoro, E.J., 1999, Finkel, T. y Holbrook, N.J.,
2000). La restriccion caldrica ademas previene muchos de los cambios que tienen lugar a
nivel de expresion génica durante el envejecimiento, entre los que se incluyen la elevacion en
la expresion de las proteinas de shock térmico y la atenuacion de la expresion de la proteina
inducida por estrés Hsp70. Por ltimo, también se ha observado que la restriccion caldrica
provee a roedores de capacidad para soportar mejor un amplio rango de tipos fisiologicos de
estrés, de mejora de la termotolerancia y de reducir el dafio inducido por calor en ratas viejas
(Finkel, T. y Holbrook, N.J., 2000). Para finalizar con el estudio de la restriccion calorica,
conviene decir que aunque se podria tratar de una potente arma terapéutica para luchar contra
el envejecimiento, la posible aplicacion de la restriccion calorica como terapia
antienvejecimiento en la poblacion humana acarrea tales dificultades éticas y de tipo practico

que hacen practicamente inviable su puesta en marcha (Finkel, T. y Holbrook, N.J., 2000).

Por otra parte y como se ha puesto de manifiesto en los puntos anteriores, el estrés
oxidativo desempefia un papel muy significativo en el proceso global del envejecimiento y
por tanto la suplementacion con antioxidantes podria ser de utilidad como posible terapia

antienvejecimiento.
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Entre los primeros estudios caben destacar los de Miquel y Economos (Miguel, J. y
Economos, A.C., 1979) en relacion a la capacidad del carboxilato de tiazolidina de aumentar
la vitalidad y prolongar la vida media en ratones. Posteriormente, Furukawa y colaboradores
(Furukawa, T. et al, 1987), mostraron el papel protector de la administracion oral de glutation
frente al declive de la funciébn inmune asociada al envejecimiento. Muchos otros
antioxidantes han sido probados en relacion al envejecimiento, con resultados mas o menos
positivos. Entre dichos antioxidantes caben destacar la vitamina E, C, coenzima Q, extractos
herbales ricos en flavonoides y polifenoles, y otros (Halliwell, B. y Gutteridge, JM.C., 1999;
Huertas, J.R. et al, 1999; Sastre, J. et al, 2000). Si bien los resultados obtenidos con estos
antioxidantes han sido exitosos en cuanto a la atenuacién del estrés oxidativo mediado por la
edad o por enfermedades asociadas a la misma, han tenido poco o ningun éxito con relacion

al aumento de la longevidad.

5.2.- Grasa dietética y estrés oxidativo mitocondrial. Un abordaje novedoso de la

nutricion en el envejecimiento

El tipo de grasa de la dieta condiciona de manera importante numerosos parametros
bioquimicos en la membrana mitocondrial (Mataix, J. et al, 1998, Quiles, J.L. et al, 1999b).
La importancia del tipo de acidos grasos de la dieta reside en el hecho de que la membrana
mitocondrial (y en general todas las membranas biologicas) es capaz de adaptar la
composicion de sus fosfolipidos a la grasa ingerida de forma mayoritaria (Huertas, J.R. et al.,
1991b; Quiles, J.L., et al., 1999b; Ochoa-Herrera, J.J., et al., 2001). De este modo, si un
individuo ingiere mayoritariamente grasa de origen animal, sus membranas seran mas ricas
en grasa saturada que las de otro individuo cuya fuente grasa mayoritaria sea de origen
vegetal. Por otro lado, ha sido descrito de forma contundente como se producen adaptaciones
del sistema de transporte electrénico mitocondrial en relacion al tipo de grasa de la dieta, con
mayor o menor repercusion sobre los diversos complejos del sistema (Huertas, J.R. et al,
1991; Quiles, J.L. et al, 2001; Battino, M. et al, 2002a). Ademas, el estrés oxidativo esta
relacionado con la composicion lipidica de las membranas biologicas, de modo que una
fuente grasa poliinsaturada (aceite de girasol, por ejemplo) generarda membranas mas
susceptibles al dafio oxidativo que una fuente saturada (grasa animal) o monoinsaturada
(aceite de oliva), lo cual ha sido ampliamente demostrado en numerosas situaciones

fisiologicas y patoldgicas y empleando numerosos modelos animales y humanos (Ramirez-
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Tortosa, M.C. et al, 1999, Quiles, J.L. et al, 1999¢c; Battino, M. et al, 2002b; Quiles, J.L. et
al, 2002; Ochoa, J.J. et al, 2002).

Por tanto, el tipo de grasa de la dieta va a condicionar la funcionalidad y la estructura
mitocondriales asi como la susceptibilidad de las mismas a ser atacadas oxidativamente. De
este modo, si fuésemos capaces de construir membranas biologicas “a la carta” en funcion del
tipo de grasa de la dieta seriamos capaces de condicionar positivamente la forma y el grado
en que distintos 6rganos pudieran envejecer. Esta hipotesis de trabajo constituye un novedoso
enfoque en la investigacion del envejecimiento desde el punto de vista nutricional que podria
tener importantes repercusiones en cuanto al tratamiento del fenomeno en si. Ademas, podria
ayudar a entender las diferencias que en cuanto al fendémeno del envejecimiento se observan
entre poblaciones, de similar nivel socioecondémico pero con diferencias marcadas en cuanto
a su dieta. Algo similar ha sido ya demostrado en el caso de patologias como el cancer y la
enfermedad cardiovascular. Asi, se ha demostrado como poblaciones como la mediterranea,
con una ingesta de grasa marcadamente diferente en cuanto a su tipo (aunque a veces incluso
superior en cantidad) a la realizada en el norte de Europa o Estados Unidos presenta menores
niveles de estas patologias (Mataix, J., 2001). Obviamente, otros factores aparte de la fuete
grasa de la dieta estdn implicados en estas diferencias, pero el papel de la grasa es lo
suficientemente importante como para ser tenido en cuenta y al igual que podria ocurrir en el
caso del envejecimiento, desde el punto de vista de los mecanismos celulares y moleculares

nos serviria para encontrar explicacion a muchos de los fendmenos observados.

En base a las observaciones anteriores y con objeto de ensayar la hipotesis enunciada,
nuestro grupo de investigacion viene realizando desde mediados de los afios noventa una
serie de estudios en ratas basados en la alimentacion de las mismas a lo largo de toda su vida
con aceite de oliva virgen o aceite de girasol (Huertas, J.R. et al, 1999; Quiles, J.L. et al,
2002b; Ochoa, J.J. et al, 2003, Quiles, J.L. et al, 2004a; Quiles, J.L. et al, 2004b) y dentro
de los cuales se encuentra esta memoria doctoral. Ambas grasas se usan debido a las
diferencias en el perfil lipidico de ambas, asi como por tratarse de las dos fuentes grasas
mayoritarias en nuestra sociedad y por haber demostrado diferencias marcadas en patologias
como las mencionadas en el parrafo anterior. En resumen, lo que se pretende investigar es si
el tipo de grasa de la dieta es capaz de modular fendémenos mitocondriales relacionados con
el envejecimiento tales como el estrés oxidativo o la alteracion de la funcionalidad

mitocondrial. Ademas, debido a que no todos los tejidos del organismo tienen la misma
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susceptibilidad al dafio oxidativo y parece que se comportan de un modo diferente ante el
envejecimiento, realizamos nuestros experimentos en tejidos mitéticos, con capacidad de
regeneracion, como el higado, y postmitdticos, sin capacidad de regeneracion, como el
musculo esquelético o el corazén y en el caso de esta tesis doctoral el tejido cerebral, tejido

hasta el momento poco estudiado desde este abordaje nutricional.

Los resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacion en los estudios anteriores
permiten plantear un posible mecanismo causante de un diferente grado de estrés oxidativo
durante el envejecimiento en funcion del tipo de tejido y el papel modulador del tipo de grasa
de la dieta. En dicho mecanismo se hallarian implicados el perfil de acidos grasos de la
membrana mitocondrial, aspectos de la bioenergética mitocondrial asi como la particular
capacidad regenerativa y reparadora de los distintos tejidos (Ochoa, J.J. et al, 2003), siendo

parte de esta tesis la comprobacion de este posible mecanismo en el tejido cerebral.
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CAPITULO Il1

MATERIAL Y METODOS
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1.- PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS

Los reactivos y solventes empleados para las determinaciones analitica procedieron de
los laboratorios Fluka (St. Louis, MO, USA), Merck (Darmdstat, Germany), Sigma (St.
Louis, MO, USA), Panreac (Barcelona, Espafia), Molécula Probe (The Netherlands) y
Boehringer (Manheim, Germany), siendo todos ellos de la maxima calidad disponible en el

mercado.

Los patrones para las determinaciones de vitaminas, proteinas y acidos grasos fueron
suministrados por Sigma y Fluka, los homologos de CoQy y CoQjo fueron cortesia de

Pharmitalia (Milan, Italy).

Los aceites de oliva virgen y de girasol fueron adquiridos en un supermercado local.
El coenzima Q;¢ fue cortesia de Pharmitalia (Milan, Italia) y los demas componentes
empleados en la elaboracion de las dietas se adquirieron a través de Musal Chemical

(Granada, Espafia).

2.- APARATOS DE USO GENERAL

La conservacion de las muestras mitocondriales y citosolicas de cerebro de rata
empleadas en las determinaciones analiticas, se llevd a cabo en un congelador de —80 °C,
modelo REVCO (VLT-1786-5-VUA) (Revco Scientific, USA). Los tampones y en general
las soluciones que debian mantenerse refrigeradas, se guardaron a 4 °C en un frigorifico

modelo LIEBHERR (Ochsenhausen, Germany).

La pesada de las muestras y de reactivos solidos se realiz6 mediante una balanza de
precision SCALTEC, modelo SBA-32 (Denver Instruments, Weda, Holland).
El pH de las soluciones tamponantes se determind con un electrodo combinado de pH
(CRISON Instruments, S.A., Alella, Barcelona). Previo a cada medida, se realizd6 un
calibrado de dicho electrodo, para lo cual se utilizaron dos soluciones de pH conocido (4.00 y

7.02) elaboradas también por CRISON.

La agitacion de los tubos empleados en las distintas técnicas analiticas se realizé con
un agitador manual modelo STUART SCIENTIFIC, AUTOVORTEX MIXER (Jepson
Bolton’s products, United Kingdom). Las soluciones reactivas se disolvieron por agitacion en

un magnetoagitador SELECTA, modelo Agimatic-E (Abrera, Barcelona, Espafia).
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Para los ensayos analiticos se utilizaron pipetas automaticas BIOHIT (Biohit Proline

Pipette, Helsinki, Finland).

La incubacion requerida en algunas determinaciones analiticas se llevo a cabo en un
bafio de capacidad 12 litros y maximo de temperatura 110 °C, MEMMERT (Schwabach,

Germany).

Los aparatos de uso especifico empleados se detallaran en cada una de las

determinaciones analiticas realizadas.

3.- ANIMALES

Se emplearon 400 ratas Wistar macho (Rattus norvegicus) de un peso inicial de 80-90
g, divididas en cuatro grupos experimentales de 100 ratas cada uno. El cuidado y
mantenimiento de los animales se realizoé en el Servicio de animales de laboratorio de la
Universidad de Granada, dependiente del Centro de Instrumentacion Cientifica de dicha
universidad. En este Servicio los animales fueron convenientemente controlados por un
veterinario y por personal adecuadamente cualificado, garantizdindose asi todos los

parametros de higiene, salubridad y habitabilidad de los animales.

Los animales fueron sometidos a un control de peso semanal.

Las jaulas se situaron en una habitacion termorregulada a 22+1 °C, con un 60% de
humedad relativa y un fotoperiodo de 12 horas de luz (8.00-20.00h) y 12 horas de oscuridad
(20.00-8.00h).

4.- DIETAS

Las dietas semisintéticas empleadas se formularon segin los criterios del AIN-93
(Reeves, PG. 1997) ligeramente modificada (la grasa se suministrd en un 8%). En las Tablas
5 y 6 se muestra su composicion y la de los correctores utilizados.
Las dietas se prepararon semanalmente y eran almacenadas en oscuridad a 4°C para evitar
enranciamientos y contaminaciones ambientales. En la Tabla 7 se muestra la composicion en

acidos grasos de las dietas.

Tabla 5.- Composicién de la dieta.
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e La grasa varia para cada grupo (aceite de oliva virgen y aceite de girasol).

Componente Porcentaje
Celulosa 5.0
Caseina 17.5
Almidon 15.0
Sacarosa 47.5
Grasa* 8.0
Corrector 10
Vitaminico ’
Corrector

Mineral 35
Colina 0.2
Metionina 0.3
Leche en polvo 2.0

Tabla 6.- Corrector vitaminico y mineral de la dieta.

Componente Vitaminico mg/kg Componente Mineral mg/kg
Tiamina 0.600 Fosfato calcico dibasico 500.00
Riboflavina 0.600 Cloruro potasico 74.00
Piridoxina 0.700 Citrato potasico 220.00
A.Nicotinico 3.000 Sulfato potasico 52.00
Pantotenato calcico 1.600 Oxido de magnesio 24.00
A.Folico 0.200 Carbonato de manganeso 3.50
Biotina 0.020 Citrato férrico 6.00
Cianocobalamina 0.001 Carbonato de cinc 1.60
Vitaminas A+D 1.000 Carbonato de cobre 0.30
Vitamina E 10.000 Yoduro potasico 0.01
Vitamina K 0.005 Selenito sédico 0.01
Sacarosa 982.274 Sulfato créomico potasico 0.55
Sacarosa 118.03
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Tabla 7.- Contenido en acidos grasos y a-tocoferol de las dietas experimentales.

ACEITE DE OLIVA  4CEITE DE GIRASOL

VIRGEN (%) (%)
C16:0 8.92 12.6
C16:1n7 1.06 0.2
C18:0 1.97 1.9
C18:1n9 78.73 24.1
C18:2n6 8.36 60.1
C18:3n3 0.96 1
Saturados totales 10.59 14.6
Insaturados totales 89.11 85.4
Monoenos totales 79.79 24.3
Dienos totales 9.32 60.1
Dienos/ Monoenos 0.1 2.4
a-tocoferol (mg/kg) 139.7+346.3* 486

*Se adicion6 346.3 mg/kg de o-tocoferol al aceite de oliva virgen para igualar su contenido al del aceite de
girasol y asi eliminar el posible efecto de las diferencias en el contenido de vitamina E en ambos aceites.

5.- DISENO EXPERIMENTAL

En la Figura 21 se muestra un esquema del disefio experimental.

Los animales se distribuyeron al azar en cuatro grupos en base a su dieta. Todas las
ratas fueron alimentadas desde el destete y a lo largo del periodo experimental con dietas
isoenergéticas preparadas en el Instituto de Nutricion y Tecnologia de Alimentos de la
Universidad de Granada, variando entre los grupos exclusivamente en la fuente grasa y/ o la
presencia del antioxidante coenzima Q. De acuerdo con esto se formaron los siguientes
grupos:

o Grupo aceite de oliva: ratas alimentadas con una dieta compuesta en su fraccion
grasa (8% en peso) por aceite de oliva virgen extra.

o Grupo aceite de girasol: ratas alimentadas con una dieta compuesta en su fraccion
grasa (8% en peso) por aceite de girasol.

J Grupo aceite de oliva + coenzima Q: grupo similar al de aceite de oliva al que se
afiade en su dieta el antioxidante coenzima Qjo (0,7 mg/ kg / dia).

. Grupo aceite de girasol + coenzima Q: grupo similar al de aceite de girasol al que

se afiade en su dieta el antioxidante coenzima Qo (0,7 mg/ kg / dia).
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- Oliva virgen |:| Girasol é Oliva virgen + Coenzima Q E Girasol + Coenzima Q

6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Puntos de sacrificio ¢ * ¢ *
100 ratas al inicio

‘ 100 ratas al inicio ‘

100 ratas al inicio

‘ 100 ratas al inicio ‘

Figura 21.- Disefio experimental.

6.- SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y OBTENCION DE LOS ORGANOS

Se sacrificaron 8 animales por grupo a los 6, 12, 18 y 24 meses desde el inicio del
experimento. El motivo de iniciar el estudio con un exceso de animales con respecto a los
requeridos para el sacrificio se basa en la experiencia previa del grupo en referencia a la
mortalidad de los mismos. Tras su sacrificio, por desnucacién cervical y posterior
decapitacion por guillotina, se procedid a la obtencion del 6rgano objeto de estudio, cerebro.

El cerebro, una vez extraido, fue lavado con suero fisiologico, secado y pesado,
procesandose el mismo dia. La homogenizacion del cerebro para obtencion de mitocondrias
v citosol se realizo utilizando un homogenizador mecanico, constituido por pistilo de teflon
(HEILDOLF RZR1, Colonia, Alemania) y potter-Eveljheim de vidrio (AFORA, Esparia). El
cerebro se resuspendio en tampon de sacarosa (sacarosa 0,32M, Tris 10mM, EDTA-Na;

ImM) a continuacion se homogenizo (Figura 22).

PN

Figura 22.- Homogenado automatico de un extracto cerebral. En todo momento las muestras fueron

preservadas en hielo y oscuridad.
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Posteriormente se centrifugo a 756 x g durante 10 minutos, (a partir de aqui las
centrifugaciones se realizan a 4°C) en una centrifuga refrigerada modelo J-21 de BECKMAN
(Palo Alto, California, USA). El sobrenadante se filtro con gasa y el filtrado se volvio a
centrifugar, esta vez durante 20 minutos a 7740 x g, tras lo cual el precipitado resultante,
que ya se trata de mitocondrias, se conservo a 4°C en un bario de hielo picado y en

oscuridad.

El sobrenadante fue sometido a una nueva centrifugacion a 12100 x g, tras lo cual, el
precipitado, también constituido por mitocondrias, se unio al anterior y se volvio a
centrifugar a 17400 x g durante 10 minutos. El precipitado obtenido de esta ultima
centrifuga fue resuspendido en tampon sacarosa, repartido en viales eppendorff y congelado
a -80°C hasta su analisis. El sobrenadante de la centrifuga a 12100 x g consistente en la

fraccion citosolica, se guardo en viales a -80°C.

7.- DETERMINACIONES EN MITOCONDRIAS DE CEREBRO

7.1.- Determinacion cuantitativa de proteinas (para mitocondrias y citosol)

Se ha llevado a cabo utilizando la técnica de Lowry et al (1951), basada en dos
reacciones complementarias:

-Biuret, caracteristica de grupos NH; que da color violeta.

-Folin, propia de grupos fenolicos con OH reductores que da color azul.

El reactivo de Biuret esta constituido por una mezcla 50:1 de solucion A (CO;Na, al
2% en una solucién de NaOH 0.1 N) y solucion B (SO4Cu.5H,0 al 0.5% y tartrato sodico al
1%).

Se utilizd6 un reactivo de Folin comercial, el cual fue diluido a la mitad con agua
bidestilada.

Las determinaciones se realizaron por duplicado.
Se utilizaron 10 pl de membrana mitocondrial y 15 pl de citosol.
A la muestra se le adicion6 5ml de reactivo de Biuret, se agit6 y esper6d 15 minutos, al

cabo de los cuales se anadieron 0.5 ml del reactivo de Folin, se agitd y se mantuvo 20

minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.



110

La densidad optica de las muestras (DO) fue determinada en un espectrofotémetro
PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USA) a 640 nm con paquete

de software disefiado para el analisis espectrofotométrico UV-Winlab.

La concentracion en proteinas se calculdo mediante la realizacidon de una curva patron

con albumina sérica bovina.

7.2.- Determinacion de la concentracion de hidroperéxidos.

La cuantificacion de hidroperdxidos en membranas mitocondrias de cerebro ha sido
llevada a cabo utilizando el método de Jiang et al (1992) con ligeras modificaciones. La
técnica estd basada en la rapida formacion de hidroperoxidos mediado por la oxidacioén de
Fe*" a Fe*" en medio 4cido. El Fe*" forma un croméforo con el xylenol orange que absorbe a
560 nm.

Se empled el reactivo de Fox, el cual estd compuesto por acido sulfarico 25 mM, BHT
4 mM, xylenol orange 100 puM, sulfato de amonio y hierro (II) hexahidrato 250 uM vy

metanol (90% v/v). El reactivo se protege de la luz, almacenandose en una botella oscura.
Se llevaron a cabo dos determinaciones:

a.- Una primera determinacion basal (T0O), permite conocer el nivel de hidroperoxidos
existente en las muestras. Para ello se adicion6 a la muestra 0.9 ml de Fox/ml de volumen
final, se esper6 60 minutos (manteniendo la muestra en oscuridad) y se lee en

espectrofotometro a 560 nm.

b.- Una segunda determinacion (T1) en la cual se induce la peroxidacion mediante la
adicion de 20 pl de AAPH (2,2"azobis amidinopropano) 2 mM, compuesto hidrosoluble que
genera radicales libres a una velocidad constante, para ello se incub6 la muestra y el AAPH a

371 C durante 30 minutos, se adiciond el Fox y tras 60 minutos se lee a 560 nm.

La concentracion de hidroperdxidos, tanto basales como inducidos, se calculd
mediante la aplicacion de la ecuacion de Lambert Beer, con un coeficiente de extincion molar

de 4,7 *10* M * cm.
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7.3.- Cuantificacion de especies reactivas del oxigeno (ERO)

La produccion de EROs (incluyendo anion superoxido, peroxido de hidrogeno,
radical hidroxilo y también hidroperoxidos lipidicos) por la mitocondria, especialmente
peroxido de hidrogeno, fue cuantificada mediante el ensayo fluorimétrico de la sonda 2,7 -
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA), usando la técnica descrita por Degli (2002), con
pequenias modificaciones. Este método esta basado en la emision de un intenso fluorescente
verde tras la eliminacion del diacetato y posterior oxidacion de la DCFH-DA, especialmente

por peroxido de hidrogeno. El producto fluorescente, DCF, puede ser cuantificado.

Las determinaciones fueron realizadas por triplicado. Las muestras,
aproximadamente 50 ug de proteina, fueron depositadas en microplacas de 96 pocillos y
mezcladas con PBS hasta alcanzar un volumen final de 200 ul. Tras agitacion, se le adiciono
la sonda DCFH-DA, en una concentracion en el pocillo de 1 uM y la reaccion se inicio
mediante la adicion de un sustrato mitocondrial, el acido succinico (10 ul de una solucion 5
mM). Las muestras se agitaron e incubaron aproximadamente 40 minutos a 37° C. Los
cambios de intensidad de fluorescencia fueron leidos en intervalos de 5 minutos durante 30
minutos en un espectrofluorimetro a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y de
emision a 520 nm y con un ancho de banda (bandwiths) de 5 nm. El incremento de

fluorescencia es expresado en miliunidades arbitrarias de fluorescencia.

7.4.- Perfil lipidico en membranas mitocondriales

Para la determinacion de los acidos grasos se ha empleado la técnica de Lepage y Roy
(1986), mediante la cual se puede hacer en un solo paso la metilacion y transesterificacion de
las muestras. Se partid6 de 100 pl de muestra a la que se adicion6 2 ml de una mezcla de
metanol:benceno (4:1) y 200 pl de cloruro de acetilo, se agitd, se cerraron los tubos y se
incubaron durante una hora en un bafio a 100°C. Al cabo de este tiempo se sacaron los tubos
y se dejaron enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente. A continuacion se adicionaron 2
ml de una disolucidén de carbonato potasico al 5% que tiene por objeto parar la reaccion y
neutralizarla, y se centrifugd durante 15 minutos a 2500 x g con el fin de separar las fases. La
fase superior bencénica fue retirada con pipeta pasteur y conservada con la fraccion lipidica.
Posteriormente se evaporo6 bajo corriente de nitrégeno y los lipidos que quedaron en el fondo
del tubo son resuspendidos en 50 pl de hexano para ser analizados en el cromatografo de
gases modelo HP-5890 Series II (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA), equipado con un

detector de ionizacion de llama, inyector automatico Hewlett Packard 7673A y un integrador
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Hewlett Packard 3393A. Se emple6 una columna SP™ 2330 F.S (Supelco Inc. Bellefonte,
Palo Alto, CA, USA) de 60 m de longitud, 32 mm de i.d. y un grosor de 20 mm. EI método
tiene una duracién de 40 minutos y la siguiente rampa de temperatura: 5 minutos a 160°C; 6
°C/min hasta alcanzar los 195°C; 4 °C/min hasta los 220°C; 2 °C/min hasta los 230°C; 12
minutos a 230°C y 14 °C/min hasta 160°C. Se ha realizado la determinacion cualitativa de los
lipidos de membrana, por lo que los resultados han sido expresados como porcentaje el total
de 4cidos grasos detectados en el cromatograma. En la Figura 23 se muestra un

cromatograma tipico de los obtenidos con una muestra de membrana mitocondrial.
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Figura 23.- Cromotograma tipico de una muestra de membrana mitocondrial.

El indice de peroxidacion se trata de una simple ecuacion que se realiza tras la
determinacion del contenido en acidos grasos (Lee et al, 1999).

El indice de peroxibilidad= (% acidos dienoicos x 1) + (% acidos trienoicos x 2) + (%
acidos tetraenoicos x 3) + (% acidos pentaenoicos x 4) + (% acidos hexaenoicos x 5).

7.5.- Determinacion de colesterol en membranas mitocondriales

El colesterol en mitocondrias de cerebro se determino mediante un kit comercial de
Spinreact (Barcelona, Esparia), con pequerias modificaciones indicadas por la casa
comercial.

El kit esta basado en reacciones enzimaticas-colorimétricas (CHOD-PAP) segun el

método descrito por Richmond et al (1972) y Fasce et al (1982):
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) CHE
Esteres colesterol + H,O p Colesterol + Ac. Grasos

CHOD
Colesterol + O, > 4- colesterona + H,O,

H,0, + 4-AF + Fenol POD »  Quinonimina + H,0

CHE: colesterol esterasa; CHOD: colesterol oxidasa; POD: peroxidasa

A la muestra (4 ul) se le adicionaron los reactivos preparados segun las indicaciones
de la casa comercial y tras una incubacion a 37° C durante 5 minutos se procedio a su
lectura a una longitud de onda de 505 nm, empleando cubetas de 1 cm de espesor. El equipo

se ajusto a cero con el blanco de reactivos.

La concentracion de colesterol fue calculada utilizando un estandar de colesterol

procedente de la casa comercial.

7.6.- Determinacion de fosfolipidos en membranas mitocondriales
El colesterol en mitocondrias de cerebro se determino mediante un kit comercial
enzimatico-colorimétrico, segun el método descrito por Siedel et al (1983), Kattermann et al

(1984) y Trinder (1969) y basado en la siguientes reacciones:

Fosfolipidos + H,O fosfolinasa D > Colina + Ac. fosfatidico

Colina + 2 O, + H,Q__colina-oxidasa p Betaina +2 H,0,

2 H,0O, +4 AF + Diclorofenolsulfonato peroxidasa > Quinona + 4 H,O

La cantidad de quinona formada es proporcional a la cantidad de fosfolipidos

presentes en la muestra.
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A la muestra (5 ul) se le adicionaron los reactivos preparados segun las indicaciones
de la casa comercial y tras una incubacion a 37° C durante 5 minutos se procedio a su
lectura a una longitud de onda de 505 nm con una cubeta de I cm de espesor, frente al

blanco de reactivo.

La concentracion de fosfolipidos fue calculada utilizando un estandar de

fosfolipidos procedente de la casa comercial.

7.7.- Determinacion de fluidez de membrana mitocondrial mediante polarizacion de

fluorecencia

El principio en el cual se basa la polarizacion de fluorescencia es el de que si una
molécula fluorescente es excitada por la luz polarizada, tiene la posibilidad de reorientarse
durante el periodo de duracion de dicha excitacion, siendo la orientacion de la luz de

fluorescencia emitida dependiente del grado de reajuste molecular.

El conocimiento del grado de polarizacion de fluorescencia de una molécula nos da
informacion del grado de orden y de movilidad molecular del sistema en el que esta insertada.

El instrumento que nos permite evaluar este pardmetro es un fluorimetro dotado de

polarizador.

El instrumento utilizado es un Perkin Elmer LS 50, presentando dos componentes

basicos, el componente excitador del polarizador y el de emision.

La polarizacion es calculada segun la ecuacion siguiente:

Ivv - Ivug

Iyv + Ivng

donde P es la polarizacion, Iyy es la intensidad de la luz polarizada verticalmente
paralela al plano de excitacion, Iyg es la intensidad de emision de luz polarizada
horizontalmente perpendicular al plano y g es un valor conocido (Ivu/Iyvv) y que nos da el

error del aparato.
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A mayor polarizacion menor es la fluidez, es decir, una polarizacion alta indica un
y b b
menor grado de incorporacion de la sonda a la membrana y por lo tanto una menor fluidez de

ésta.

Hay que tener en cuenta dos aspectos:

a.- La polarizacion no varia con el tiempo, pero si se ve influencia por la temperatura

(la lectura se realiza a 371°C).

b.- Las membranas bioldgicas presentan una fluorescencia intrinseca debida
basicamente, a la presencia de aminoacidos del tipo de tirosina, fenilalanina y
fundamentalmente triptéfano. Para calcular esa fluorescencia propia se hace lo que
se denomina Scattering inicial, que nos permite conocer la intensidad de

fluorescencia presentada por la muestra antes de adicionar las sondas.

En este estudio se han utilizado dos sondas distintas:

- DPH.- Todo trans 1,6 difenil-1,3,5 hexatrieno
- TMA-DPH.- 1-(4-(trimetil amino fenil)-6)fenil 1,3,5 hexatrieno

Estas sondas se localizan o insertan en lugares distintos de la membrana en base a su

caracter mas o menos lipofilico (Figura 24).

Para nuestras determinaciones se ha partido de 200 pg de proteina, a los que se afiade
tampon de sacarosa (del empleado para la resuspension de mitocondrias en su aislamiento
inicial) hasta llegar a un volumen de 2 ml. Se agita y se lleva a una cubeta de cuarzo especial
para fluorescencia (ninguna de sus paredes es opaca, por lo que la lectura se realiza por todas

ellas), y se lee la intensidad inicial (“Scattering inicial”).
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A continuacién se sacan las cubetas y se anaden 2 pl de la sonda (DPH o TMA-
DPH), las cuales se encuentran a una concentracion de 1 mM en tetrahidrofurano; se

agita y se lee la intensidad con sonda.

Tras la lectura las cubetas son sacadas del fluorimetro, que siempre se mantiene
a 370°C y se incuban en oscuridad durante 20 minutos a 251°C, con el fin de que la
sonda se incorpore a la membrana. Al cabo del tiempo se lee el valor de P por

triplicado.

TMA-DPH

Vo

\3/

_ TR I
T garery

LIPIDICA
Figura 24.- Esquema de la incorporacion de las sondas utilizadas en la membrana.

141 14

7.8.- Extraccion y determinacion de coenzima Qy, coenzima Qg y tocoferol por HPLC
en mitocondrias de cerebro.

Las ubiquinonas (Qy y Q19), han sido extraidas mediante una mezcla de
etanol:éter de petroleo (60:40) utilizando el método de Kroger (1978) y analizadas en
HPLC segun la técnica descrita por Battino et al (2001); paralelamente con esta misma

extraccion se ha podido identificar el a-tocoferol de las mitocondrias de rata.

Para la extraccion se partio de 0,8 mg de proteina de membrana, que se llevo a
0,5 ml con agua bidestilada y se adicionaron 2,5 ml de la mezcla antes descrita de
etanol: éter de petroleo. Tras la agitacion intensa en vortex, se centrifugaron a 2500 x g
durante 5 minutos (a 4°C de temperatura) en una centrifuga de brazos oscilantes
Beckman GS-6R (BECKMAN, Fullerton, CA, USA) con el fin de que las fases quedaran
perfectamente definidas. Posteriormente se tomo la fase superior etérea y se paso a
otro tubo que se guarda a 4°C, se aniade 1 ml de éter de petroleo al tubo primitivo, se

centrifugo de nuevo y se recogio otra vez la fase superior. Una vez unidas las dos
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extracciones se cerraron los tubos perfectamente y se guardan a -20°C hasta su
analisis.

Todas las extracciones de un mismo grupo se realizaron el mismo dia utilizando
siempre hielo picado y preservando de la luz en cada paso. El dia de la analitica se
secaron bajo corriente de nitrogeno y resuspendieron en 100 ul de fase movil.

La separacion cromatogrdfica se realizo por HPLC, en fase reversa, utilizando
una columna SPHERISORB S5 ODS I de 18x0,46 cm (BECKMAN, Palo Alto,
California, USA) con una precolumna del mismo relleno que la columna principal. El
instrumento utilizado ha sido un BECKMAN SYSTEM GOLD equipado con un detector
Diode Array 168 y un horno de columna (BECKMAN) para garantizar que todos los
andlisis se realicen a 22°C. La fase movil utilizada se ha preparado con etanol para
HPLC y agua bidestilada en proporcion 97:3. La velocidad de flujo empleada fue de
Iml/ minuto utilizando un inyector automdtico Waters™ 717 plus Autosampler
(GenTech Scientific, NY, USA).

Las determinaciones tanto de CoQ como de a—tocoferol se han calibrado con
estandares puros de cada compuesto mediante la lectura en espectrofotometro de las
diluciones de esos patrones en solucion etandlica y su posterior inyeccion de forma
seriada en el HPLC. De este modo se construyeron curvas patron de las respectivas

moléculas (Figura 25).
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CoQqy (275nm,
12 min)
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(292nm, 5 min)
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CoQ,, (275nm,

fn\ 16 min)
K
—

Tiempo (min.)

Figura 25.- Curva patron de a-tocoferol, CoQyy CoQ;yen HPLC.
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8.- DETERMINACIONES EN CITOSOL DE CEREBRO

8.1.- Determinacion de la actividad de la enzima antioxidante glutation peroxidasa

Se ha seguido la técnica descrita por Flohe y Wolfgang (1984). El método se
fundamenta en la formacidon instantanea de glutation oxidado durante la reaccion
catalizada por la glutation peroxidasa que continuamente es reducido por un exceso de
glutation reductasa activa y NADPH presentes en la cubeta. La consecuente oxidacion

de NADPH a NADP" es monitorizada fotométricamente a 340 nmy a 37° C.

ROOH+2GSH ——» ROH + GSSG + H,0
GSSG + NADPH+ H' —— 3 2 GSH + NADP"

La reaccidon que interesa es la parte enzimatica (interviene la glutation
peroxidasa) dependiente de hidroperoxidos, por lo que hay que eliminar la
independiente de hidroperoxidos y la reacciéon no enzimatica (no interviene la glutation
peroxidasa).

Para la citada determinacion se mezclan 700 pl de tampdn fosfato potésico 0.1
M a pH 7.0 (al tampon se le adicion6 EDTA 1 mM y azida sédica 1 mM), 100 ul de
glutation reductasa (2.4 U/ml en tampoén sin azida), 100 ul de NADPH 10 mM en una
solucion de NaHCOs; al 0.1% , 100 pl de glutation reducido 10 mM en tampon sin azida
y 5 ul de una dilucion 90:10 (agua:citosol) de citosol de higado o 20 ul de citosol de
corazon.

Se incuba a 37° C durante 3 minutos, tras los cuales se transladan a una cubeta
de 1 ml y se adicionan 100 pl de H>O, 12 mM, que dispara la reaccién, monitorizando
el descenso de NADPH a 340 nm durante 5 minutos en presencia de un blanco con
igual contenido salvo el H,O,.

El descenso no enzimadtico se elimina haciendo otra lectura en la que la muestra
es reemplazada por tampon y la lectura se realiza frente a un blanco sin muestra ni
H,0,, monitorizdndose igual que en el caso anterior. El valor obtenido en esta
determinacion se resta al obtenido en la determinacion anterior obteniéndose asi el
descenso enzimatico dependiente de perdxido que es el que interesa. El resultado se

expresa en unidades de actividad/ mg de proteina segun la ecuacion:

A = (( Alog [GSH]/t x (A[NADPH]/ [GSH]ox 1)) x (Vi V)
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8.2.- Determinacion de la actividad de la catalasa

La técnica utilizada sigue el método descrito por Hugo Aebi (1974). Este
método se basa en un seguimiento de la descomposicion de H,O, para dar H,O y O,
mediante espectrofotometria a 240 nm como consecuencia de la actividad catalitica de
la catalasa.

Para esta determinacion en una cubeta de cuarzo de 3 ml se adicionan 200 pl de
una dilucién del citosol en agua bidestilada (50:950), a los que se afiaden 1800 pl de
tampon fosfato S0 mM (compuesto por KH,PO4 50 mM y Na,HPO4.2H,0 50 mM a pH
7.0). Se adicionan 1000 pul de H,O, 30 mM, se agita rapidamente y se observa el
descenso de absorbancia de H,O, a 240 nm durante un minuto a 201C, frente a un
blanco con 2800 pl de tampon fosfato y 200 ul de la dilucion de citosol.

Para el célculo de las unidades se recomienda el uso de una constante de
reaccion de 1% orden (K) ya que este es el tipo de reaccién seguida por la
descomposicion del H,O,, con concentraciones relativamente bajas de sustrato. Esto se
debe a que no se puede medir la actividad enzimatica a través de la saturacion, debido a
la formacion de complejos inactivos a las concentraciones de H,O, de saturacion.

La constante (K) para toda la reaccion viene determinada a través de la ecuacion:

K= (2 .3/At) (log A1/A) (seg™)

En la cual Ar =t»-t; intervalo de tiempo y donde Al y A2 = Absorbancia en el
tiempo 1y 2.

Para expresar las unidades en términos de actividad especifica se usa el valor

K/ml citosol o K/mg proteina.

8.3.- Determinacion de la actividad superoxido dismutasa

Se ha utilizado la técnica de Fridovich et al, (1975) ligeramente modificada. El
método esta basado en la inhibicion que ejerce la SOD sobre la reduccion del citocromo
C medida espectrofotométricamente a 550 nm.

El citocromo C se reduce en presencia de anion superoxido, por lo cual se crea
in vitro un sistema productor de anidn superdxido, el sistema xantina-xantina oxidasa, y
se observa como la SOD compite con el citocromo ¢ por este anidon superdxido a través

de un descenso en la produccion de citocromo ¢ reducido.
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Las lecturas se realizaron a 25° C, monitorizando la formacién de citocromo ¢
reducido durante un periodo de 2 minutos a 550 nm.

Lo primero es crear un patrén de reduccion del citocromo c, para lo cual en una
cubeta de 1 ml se mezclan 100 pl de solucion de citocromo ¢ 0.1 M en tampdn sin
azida, 100 pl de xantina 0.0005 M en tampon sin azida y 650 ul de tampdn
carbonato/bicarbonato (compuesto por Na,CO; 0.02 M y NaHCO; 0.02M ajustado a pH
10. A continuacién se le anade EDTA 0.001M y azida sédica 0.1 mM (con el fin de
inhibir peroxidasas, sin que se afecte la SOD)), y posteriormente se adiciona una
cantidad de xantina-oxidasa suficiente para obtener una reduccion de citocromo ¢ de
0.025 a 0.05 unidades de absorbancia por minuto.

Una vez determinada la cantidad de xantina-oxidasa necesaria, se procedio a la
determinacion de la actividad SOD de las muestras, para lo cual en una cubeta de 1 ml
se adicionan 100 pl de solucién de citocromo ¢, 100 pl de solucion de xantina, 650 pl de
tampon carbonato/bicarbonato y 10 pl de citosol. La reaccion se dispara con la adicion
de la cantidad de xantina-oxidasa determinada anteriormente. Se monitoriza el descenso
en la absorbancia de citocromo c reducido a 550 nm durante 2 minutos.

Los resultados se expresan como unidades de actividad por mg de proteina. Una
unidad de actividad corresponde a una inhibicion del 50% de la reduccion del citocromo

C.

9.- Expresion de los resultados y tratamiento estadistico realizado

Las determinaciones, en general, han sido realizadas por duplicado, dando como
valor la media de las dos determinaciones. A su vez se ha realizado un tratamiento
estadistico basico en cada uno de los dos grupos y parametros, por lo que los resultados
se expresan como media + error estindar de la media para cada grupo y parametro

estudiado.

Para averiguar la existencia o no de diferencias significativas entre grupos se le
ha aplicado un analisis de la varianza (ONE WAY), conjuntamente con un test post /o,
el test de Duncan, con un grado de significacion del 95%.

Todo el tratamiento estadistico se ha realizado con el paquete informéatico
SPSS/PC para windows, version 12.0 en espaiol.



121

La significacion de la simbologia estadistica es la siguiente:

a = Diferencias significativas detro de un mismo grupo de grasa entre 12, 18 y 24 meses
con respecto a los 6 meses

b =18 y 24 meses con respecto a los 12 meses

¢ = 24 contra 18 meses

% = Diferencias significativas para un mismo tiempo entre Oliva + Q, Girasol y Girasol
+ Q respecto a Oliva

A = Girasol y Girasol + Q con respecto a oliva

B = Girasol contra Girasol + Q




122

CAPITULO IV

RESULTADOS



123

1.- PESO DE LOS ANIMALES ESTUDIADOS

Como se observa en la Figura 26 hallamos un incremento del peso para todos
los grupos a lo largo del tiempo, encontdndose algunas diferencias significativas entre
ellos.

Los animales alimentados con aceite de oliva virgen suplementado con
coenzima Qjo (VQ) y los alimentados con aceite de girasol sin suplementar (G) fueron
los unicos en mostrar diferencias significativas a los 12 meses con respecto a los 6
meses de edad (418 £ 13 gvs. 341 £ 12 gy 432 + 21g vs. 356 £26 g, respectivamente).
A lo 18 meses todos los grupos objeto de estudio mostraron un peso superior al
encontrado a los 6 meses, siendo los grupos girasol (G) y girasol suplementado con
coenzima Qjo (GQ) los Uinicos en mostrar en este periodo de tiempo un peso mayor que
el observado a los 12 meses (562 + 26 g vs. 432 £21 gy 475 £ 14 g vs. 404 £ 18 g,
respectivamente). A los 24 meses de edad se observo en todos los grupos de animales
un mayor peso que el encontrado a los 6 y 12 meses e incluso mayor que a los 18 meses
para los dos grupos suplementados con coenzima Qo (VQy GQ) (533 =24 vs. 462 + 19
gy 561 +£32gvs. 475 + 14 g, respectivamente)

Para cada periodo de tiempo estudiado se observaron diferencias significativas
entre algunos de los grupos de estudio.

A los 6 meses de edad el grupo VQ mostré menor peso que los grupos de ratas
alimentados con aceite de oliva virgen sin suplementar (V) y aceite de girasol
suplementado con coenzima Q;o (GQ) (341 £ 12 g vs. 401 £ 21 gy 396 £ 11 g,
respectivamente). A los 18 meses fue el grupo G el que mostré6 mayor peso que los
grupos VQ y GQ (562 + 26 g vs. 462 + 19 gy 475 + 14 g, respectivamente). A los 12y

24 meses de edad todos los grupos mostraron un peso similar.

2.- PESO DE LOS CEREBROS
Respecto al peso del cerebro (Figura 26), no se observo la existencia de
diferencias significativas ni a lo largo del tiempo, ni entre los distintos grupos de

animales alimentados con las dietas experimentales utilizadas.
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Figura 26.- Evolucion del peso de los animales de experimentacion, del peso cerebral de los
mismos y relacion peso de cerebro/peso de la rata
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Un parametro interesante a considerar es la relacion peso cerebro/ peso de la

rata. En este sentido, la Figura 26 muestra el valor obtenido para la citada relacién. De
forma global, se observé una disminucion de este valor a lo largo del tiempo de estudio,
aunque con diferencias significativas dentro de cada grupo.
A los 24 meses de edad todos los grupos presentaron un valor para este pardmetro
inferior al observado a los 6 y 12 meses, siendo incluso para los animales
suplementados con coenzima Qo (VQ y GQ) inferior al encontrado a los 18 meses de
edad (0.004 £ 0.0002 g vs. 0.005 = 0.0002 g y 0.004 + 0.0002 g vs. 0.005 + 0.0001 g,
respectivamente). Al igual que a los 24 meses de edad, a los 18 meses todos los grupos
mostraron un menor valor que el encontrado a los 6 meses, siendo en este periodo de
tiempo los grupos alimentados con al fuente grasa girasol (G y GQ) los que mostraron
un coeficiente menor que el encontrado a los 12 meses. Finalmente, a los 12 meses solo
los grupos VQ y G mostraron diferencias significativas con respecto a los 6 meses
(0.005 + 0.0002 g vs. 0.006 + 0.0002 g y 0.005 + 0.0002 g vs. 0.006 = 0.0003,
respectivamente)

Para un mismo periodo de tiempo también se observaron algunas diferencias
significativas entre los distintos grupos de estudio. Asi, a los 18 meses el grupo de
animales alimentados con aceite de girasol sin suplementar mostré un menor valor para
este parametro que los encontrados en los grupos V, VQ y GQ. No habiéndose
observado mas diferencias entre los grupos para un mismo periodo de tiempo ni al

inicio ni al final del estudio.

3.- NIVELES DE HIDROPEROXIDOS EN MEMBRANAS MITOCONDRIALES
DE CEREBRO

3.1.- NIVELES DE HIDROPEROXIDOS BASALES (T0)

Como se muestra en la Figura 27 se encontrd un incremento en los niveles de
hidroperoxidos basales para todos los grupos de estudio a lo largo del tiempo, aunque
con diferencias significativas entre ellos.

Todos los grupos mostraron a los 12, 18 y 24 meses un contenido en
hidroperoxidos basales superior al observado a los 6 meses de edad. A los 18 meses, se
observé un descenso de este parametro en los dos grupos de aceites no suplementados,

V y G, respecto al periodo anterior, 12 meses (29,0 £ 1.6 nmoles/mg vs. 35.8 +
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1.3nmoles/mg y 37.7 £1.4 nmoles/mg vs. 40.7 + 0.7 nmoles/mg, respectivamente). A
los 24 meses, el aumento es significativo en todos los grupos frente a cada uno de los

diferentes periodos de estudio, es decir, frente a los 6, 12 y 18 meses.
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Figura 27.- Niveles de hidroperoxidos basales (TO) e inducidos (T1) en membranas

mitocondriales de cerebro

Con respecto a las diferencias significativas entre grupos para cada periodo de
estudio se observé que a los 6, 12 y 24 meses de edad, el grupo de ratas alimentado con
aceite de girasol sin suplementar mostrd niveles de hidroperoxidos superiores a los
observados en los tres grupos restantes, siendo estas diferencias también significativas a
los 18 meses con respecto a los grupos V 'y VQ. El grupo VQ mostro, ademads, valores

inferiores a los encontrados en el grupo V a los 12 y 24 meses (32.2 = 1.2 nmoles/mg
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vs. 35.8 £1.3 nmoles/mg y 354 + 1.1 nmoles/mg vs. 39.7 £ 09 nmoles/mg,
respectivamente) y a los encontrados en el grupo GQ a los 24 meses de edad (35.4 = 1.1
nmoles/mg vs. 42.9 = 0.7 nmoles/mg). Finalmente, el grupo V mostré a los 18 y 24
meses de edad un menor contenido en hidroperoxidos basales que el mostrado por el
grupo GQ (29.0 £ 1.6 nmoles/mg vs. 34.9 = 1.3 nmoles/mg y 39.7 + 0.9 nmoles/mg vs.

42.9 £+ 0.7 nmoles/mg, respectivamente).

3.2.- NIVELES DE HIDROPEROXIDOS INDUCIDOS (T1)

El contenido de hidroperdxidos obtenido tras la induccion in vitro de dafio
oxidativo mediante la adicion de AAPH (Figura 27) mostrd un incremento asociado al
tiempo, comportamiento por lo tanto similar al observado para los hidroperoxidos
basales.

Todos los grupos de animales mostraron a los 12, 18 y 24 meses de edad un
aumento significativo en el nivel de hidroperoxidos inducidos frente a los niveles
encontrados a los 6 meses. A los 18 meses los grupos V, VQ y G mostraron una
disminucion en los niveles de este pardmetro con respecto a los 12 meses, aumentando a
los 24 meses en todos los grupos con diferencias significativas respecto a los 18 meses,
aunque sin diferenciarse con respecto a los valores encontrados a los 12 meses salvo
para los grupos de animales alimentados con aceite de girasol (G y GQ).

En todos los periodos de tiempo se observaron diferencias significativas entre
los distintos grupos de animales alimentados con las diferentes dietas objeto de estudio.
Estas diferencias vuelven a ser similares a las encontradas en el contenido en
hidroperdxidos basales.

El grupo de animales alimentados con aceite de girasol sin suplementar mostro
mayores valores de hidroperdxidos tras la induccidon que los encontrados en los grupos
Vy VQ alos 6, 18 y 24 meses y que los encontrados en el grupo GQ a los 12 y 24 meses
de edad. Las ratas alimentadas con aceite de girasol suplementado con coenzima Qo
mostraron mayores valores que el grupo V a los 12 y 18 meses (41.9 = 0.8 nmoles/mg
vs. 47,3 £ 1.0 nmoles/mg y 40.2 + 0.9 nmoles/mg vs. 36.9 = 1.0 nmoles/mg,
rspectivamente) y que el grupo VQ a los18 y 24 meses de edad (40.2 £ 0.9 nmoles/mg
vs. 36.9 £ 1.0 nmoles/mg y 50.7 £ 2.3 vs. 42.2 + 1.1 nmoles/mg, respectivamente).
Finalmente, el grupo de animales alimentado con aceite de oliva suplementado mostro

unos menores niveles de hidroperoxidos inducidos que el grupo alimentado con la
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misma fuente grasa sin suplementar a los 24 meses de edad (42.2 = 1.1 nmoles/mg vs.

47.7 £ 1.1 nmoles/mg)

4.- CONTENIDO EN a-TOCOFEROL EN MEMBRANAS MITOCONDRIALES
DE CEREBRO

La Figura 28 representa la evolucion de este importante antioxidante
liposoluble, mostrando un incremento en los niveles del mismo en los diferentes grupos
experimentales con respecto a los 6 meses de vida. Las diferencias significativas

halladas se comentan a continuacion.
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Figura 28.- Contenido en a-tocoferol en membranas mitocondriales cerebrales

En todos los grupos objeto de estudio se observo a los 12 meses un incremento
en los niveles de a-tocoferol con respecto a los encontrados a los 6 meses. A los 18
meses se observo una disminucion en el contenido de este antioxidante en los grupos
suplementados con coenzima Q,, alcanzdndose valores similares a los encontrados a
los 6 meses y un aumento en los niveles de los grupos sin suplementar con respecto a
los 6 meses. Finalmente, a los 24 meses los grupos V, G y GQ mostraron un aumento en
la concentracion de a-tocoferol con respecto a los 6 meses (0.31 £ 0.01pug/mg vs. 0.15 £
0.01 pg/mg, 0.28 + 0.01 pg/mg vs. 0.12 £ 0.02 pg/mg y 0.32 £0.01 pg/mg vs. 0.19 £

0.01 pg/mg, respectivamente), los grupos V y G un aumento con respecto a los 12
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meses (0.31 £ 0.01pg/mg vs. 0.24 + 0.02pg/mg y 0.28 + 0.01 pg/mg vs. 0.20 = 0.01
nug/mg, respectivamente), los grupos VQ y GQ un descenso con respecto a los 12 meses
(0.32 £0.01 pg/mg vs. 0.42 + 0.03 ng/mg y 0.32 + 0.01 pug/mg vs. 0.38 + 0.03 pg/mg,
respectivamente) y todos los grupos un aumento con respecto a los 18 meses.
Igualmente, se observaron diferencias significativas para este parametro entre los
diversos grupos de estudio para un mismo periodo de tiempo.

A los 6 y 12 meses, los grupos suplementados presentaron mayor concentracion
de a-tocoferol que los grupos no suplementados. A los 18 meses tan solo se observaron
diferencias entre el grupo de aceite de oliva virgen suplementado y el grupo de animales
que se aliment6 con la misma fuente grasa sin suplementar (0.24 + 0.01ug/mg vs. 0,20 +
0.01 ug/mg). A los 24 meses fue el grupo de animales alimentado con aceite de girasol
sin suplementar el que mostré un menor valor que los tres grupos restantes (V, VQ y
GQ) (0.28 £0.01 pg/mg vs. 0.31 £ 0.01 pg/mg, 0.33 £0.01 pg/mgy 0.31 £0.01 pg/mg,

respectivamente).

5.- CONTENIDO EN COENZIMA Q EN MEMBRANAS MITOCONDRIALES
DE CEREBRO

5.1.- CONTENIDO EN COENZIMA Qq

La Figura 29 muestra el contenido en coenzima Qg (CoQy) hallados en
mitocondrias de cerebro. Se observoé un aumento significativo en los niveles de esta
molécula en todos los grupos en los distintos periodos de estudio con respecto a los
encontrados a los 6 meses. A los 18 meses tan solo el grupo GQ mostré un incremento
con respecto a los 12 meses (587.5 £ 48.7 ng/mg vs. 485.7 £ 11.0ng/mg). A los 24
meses el grupo de animales alimentado con aceite de oliva mostrdo un descenso con
respecto a los 12 meses (392.2 = 13.6 ng/mg vs. 467.2 + 13.9 ng/mg) y los grupos
girasol y girasol suplementado con coenzima Q;o un descenso con respecto a los 18
meses (424.8 = 20.2 ng/mg vs. 481.8 + 24.3 ng/mg y 493.7 + 26.7 ng/mg vs. 587.5 +

48.7 ng/mg, respectivamente).

Con respecto a las diferencias entre grupos para un mismo periodo de tiempo se
observé que a los 6, 18 y 24 meses los animales alimentados con aceites suplementados
con coenzima Q;o mostraron mayores concentraciones en CoQg que los animales

alimentados con las mismas fuentes grasas sin suplementar. A los 12 meses es el grupo
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VQ el que mayor concentracion presentd con diferencias significativas con respecto a
los tres grupos restantes (V, G y GQ) (569.5 = 14.7 ng/mg vs. 467.2 = 13.9 ng/mg,
461.4 = 13.4 ng/mg y 485.7 + 11.0 ng/mg, respectivamente).
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5.2.- CONTENIDO EN COENZIMA Qo

La Figura 29 muestra los niveles de coenzima Qj¢ en los distintos grupos
objeto de estudio. El comportamiento de este coenzima es similar al mostrado por su
homologo, el coenzima Q.

En lo que respecta a la evolucion en cada grupo a lo largo del tiempo, se
observo en todos los periodos del estudio un aumento significativo de los niveles frente
a los encontrados al inicio del estudio. A los 18 meses los valores de coenzima Qi
siguieron incrementando con respecto a los encontrados a los 12 meses. A los 24 meses
se produjo una disminucion significativa en los niveles de esta molécula con respecto a
los valores encontrados a los 18 meses, siendo similares a los encontrados a los 12
meses, salvo para el grupo de animales alimentados con aceite de girasol sin

suplementar, en el que fueron mayores (233.7 + 4.0 ng/mg vs. 210.4 + 8.5 ng/mg).

En lo que respecta a las diferencias entre grupos para cada periodo de tiempo, se
observo a los 6 meses diferencias entre el grupo VQ y los grupos Vy G (124.6 £ 8.7
ng/mg vs. 89.6 = 8.1 ng/mg y 82.5 + 6.3 ng/mg, respectivamente). A los 12, 18 y 24
meses, se observo un mayor contenido en coenzima Qjo en los grupos suplementados
con coenzima que en los no suplementados. A los 24 meses también se observo una
mayor concentracion de esta molécula en el grupo alimentado con aceite de girasol que

en el grupo alimentado con aceite de oliva virgen (233.7 = 4.0 ng/mg vs. 206.0 = 8.3

ng/mg).

5.3.- CONTENIDO EN COENZIMA Q (Qy + Q10)

El analisis de la suma de ambos coenzimas (Figura 29) muestra un
comportamiento similar al mostrado por ambos coenzimas de manera separada, aunque
con pequenas diferencias. Con respecto a los 6 meses todos los grupos mostraron un
incremento asociado al tiempo. A los 18 meses, solo los grupos alimentados con aceite
de girasol (G y GQ) mostraron un mayor valor que el encontrado a los 12 meses (765.4
+ 25.5 ng/mg vs. 671.8 £ 10.0 ng/mg y 939.0 £ 45.1 vs. 753.6 £ 31.6 ng/mg,
respectivamente). A los 24 meses todos los grupos mostraron un descenso en el
contenido en coenzima Q con respecto a los 18 meses e incluso para el grupo
alimentado con aceite de oliva con respecto a los 12 meses (598.2 = 14.3 ng/mg vs.

682.3 + 13.3 ng/mg).
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Las diferencias entre grupos para cada periodo de tiempo son las mismas que las
encontradas para el coenzima Qqy, salvo por el hecho de que a los 12 meses, el grupo de
animales alimentados con aceite de girasol suplementado con coenzima Q;p mostro
diferencias significativas con respecto a los tres grupos restantes (V, VQ y G) (753.6 £
31.6 ng/mg vs. 682.3 £ 13.3 ng/mg, 825.0 + 13.4 ng/mg y 671.8 = 10.0 ng/mg,

respectivamente).

6.- ACTIVIDAD DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA EN CITOSOL

Al igual que sucedid con otros sistemas antioxidantes, la actividad de esta
enzima (Figura 30) incremento con la edad, mostrando valores a los 12, 18 y 24 meses
superiores a los encontrados a los 6 meses de edad. A los 18 meses, se encontré un
descenso en su actividad con respecto a los 12 meses para los grupos alimentados con
aceite de oliva virgen (V y VQ) (393.4 + 21.3 U/mg vs. 455.3 £ 18.6 U/mg y 360.5 +
20.2 U/mg vs. 449.1 = 18.7 U/mg, respectivamente) y un ascenso en el grupo de
animales alimentado con aceite de girasol (465.3 + 31.2 U/mg vs. 384.9 + 26.9 U/mg).

A los 24 meses se mantuvieron los valores y diferencias observadas a los 18 meses.
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Figura 30 .- Actividad superoxido dismutasa en citosol de células neuronales

encontradas en los animales de los distintos grupos en cada periodo se observo que al

e e - o p - -

girasol (G y GQ) fueron inferiores a los encontrados en los grupos alimentados con

aceite de oliva virgen (V y VQ). A los 12 meses solo se observaron diferencias entre el
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grupo Gy V (384.9 £26.9 U/mg vs. 455.3 + 18.6 U/mg) y a los 18 meses entre Gy VQ
(465.3 £ 31.2 U/mg vs. 360.5 + 20.2 U/mg). A los 24 meses, es de nuevo el grupo
alimentado con aceite de girasol sin suplementar el que presentd6 mayores valores que
los encontrados en los grupos alimentados con aceite de oliva virgen (Vy VQ) (462.8 £

28.9 U/mg vs. 367.9 + 14.9 U/mg y 346.4 £ 29.2 U/mg, respectivamente).
7.- ACTIVIDAD DE LA CATALASA EN CITOSOL

Para esta enzima antioxidante (Figura 31), se observo valores semejantes a los 6
y 12 meses y un incremento significativo en todos los grupos a los 18 meses de edad. A
los 24 meses, el grupo V mantuvo los valores observados a los 18 meses, el grupo VQ
mostrd un descenso en estos valores, aunque por encima de los encontrados a los 6
meses; el grupo G, al igual que e grupo VQ, mostr6é un descenso en la actividad de esta
enzima antioxidante, aunque por encima de los encontrados a los 6 y 12 meses y el

grupo GQ no mostrd diferencias significativas con ninguno de los otros periodos de

estudio.
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En lo que respecta a las diferencias entre grupos para un mismo periodo de
tiempo, se observo a los 6 meses, al igual que con la actividad superdxido dismutasa,
una menor actividad en los grupos alimentados con aceite de girasol que en los grupos
alimentados con aceite de oliva virgen. A los 12 y 24 meses tan solo se encontraron
diferencias significativas entre los grupos V'y G (1.0 + 0.1 seg”’.mg" vs. 0.7 £ 0.1 seg’

'mg'y1.9+03seg’ .mg’ vs.1.4 +0.2 seg”.mg™, respectivamente).

8.- ACTIVIDAD DE LA GLUTATION PEROXIDASA EN CITOSOL

La actividad de esta enzima antioxidante (Figura 32), al contrario de la catalasa
y superdxido dismutasa, no mostré grandes variaciones entre el periodo inicial y final
de este estudio, aunque si se observaron en las etapas intermedias. A los 12 y 18 meses,
se observd un incremento en la actividad de la enzima glutation peroxidasa con respecto
a la actividad encontrada a los 6 y 24 meses en todos los grupos de estudio, salvo en el
alimentado con el aceite de girasol a los 24 meses, el cual solo mostr6 diferencias con

respecto a los 12 meses de edad (10.6 = 0.9 8 U/mg vs. 23.4 + 5.2 U/mg).
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Para cada periodo de tiempo las diferencias significativas encontradas entre los
diferentes grupos de este estudio se limitan, por el contrario a los periodos de inicio (6
meses) y final (24 meses) del estudio. En ambos periodos se observd una mayor
actividad de esta enzima en los grupos alimentados con los aceites no suplementados

con coenzima Q.

9.- NIVELES DE COLESTEROL Y FOSFOLIiPIDOS EN MEMBRANAS
MITOCONDRIALES DE CEREBRO

9.1.- NIVELES DE COLESTEROL

La Figura 33 muestra las variaciones en los niveles de colesterol en las
membranas mitocondriales de cerebro de rata. A los 12 meses de edad, se observd una
disminucién en los niveles de colesterol en los grupos alimentados con aceite de girasol
(G y GQ) con respecto a los 6 meses (95.8 = 7.5 ug/mg vs. 132.4 £ 5.0 ug/mgy 75.4 +
4.8 ng/mg vs. 103.1 + 10.2 pg/mg, respectivamente). A los 18 meses, se observo un
incremento, con respecto a los 6 y 12 meses de edad, en los niveles de colesterol en la
membranas mitocondriales de los grupos alimentados con aceite de oliva virgen (V y
VQ), un descenso con respecto a los 6 meses en el grupo alimentado con aceite de
girasol sin suplementar y un incremento con respecto a los 12 meses en el grupo GQ.
Finalmente, a los 24 meses, las membranas de los grupos alimentados con aceite de
oliva virgen mostraron un descenso en su contenido en colesterol con respecto a los 18
meses de edad, asemejandose a los valores encontrados a los 6 y 12 meses, las
membranas del grupo alimentado con aceite de girasol sin suplementar sigue mostrando
valores inferiores a los observados a los 6 meses y las del grupo alimentado con aceite
de girasol suplementado con coenzima Q inferiores a los 6 y 18 meses de edad.

En lo que respecta a las diferencias entre grupos para un mismo periodo de
tiempo, se observd a los 6 meses un mayor contenido en colesterol en las membranas
mitocondriales de los cerebros de las ratas alimentados con aceite de girasol, existiendo
ademads en este periodo de tiempo diferencias entre los grupos G y GQ (132.4 + 5.0
png/mg vs. 103.1 = 10.2 pg/mg). A los 12 meses de edad, las ratas alimentadas con
aceite de girasol sin suplementar mostraron mayores valores que las ratas
suplementadas con coenzima Q10 (VQ y GQ) (95.8 £ 7.5 ug/mg vs. 70.5 = 4.2 pg/mg

y 75.4 £ 4.8 ng/mg, respectivamente). A los 24 meses, es de nuevo el grupo alimentado
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con aceite de girasol el que presentd mayores niveles de colesterol en sus membranas
con respecto a los tres grupos restantes, V, VQ y GQ (91.7 + 4.9 ug/mg vs. 75.0 = 4.9
png/mg, 76.0 + 2.1 pg/mgy 77.3 + 4.2 pg/mg, respectivamente).
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Figura 33 .- Contenido en colesterol en membranas mitocondriales del cerebro

9.2.- NIVELES DE FOSFOLIPIDOS

La Figura 34 muestra el contenido en fosfolipidos de las membranas
mitocondriales objeto de estudio. Como se observa en la Figura no se encontraron
grandes diferencias entre los grupos, ni para los diferentes periodos de tiempo ni para un
mismo periodo. En lo que respecta a la evolucion en el tiempo, se observd un
incremento en los niveles de fosfolipidos en el grupo VQ a los 12, 18 y 24 meses con
respecto a los 6 meses (166.4 + 11.8 pg/mg, 204.4 = 5.5 ug/mgy 184.4 =+ 7.9 ug/mg vs.
136.1 = 6.4 ng/mg, respectivamente). A los 24 meses se observd también un descenso
en los niveles de fosfolipidos en los grupos G y GQ con respecto a los 6 meses de edad
(163.5 + 16.1 pg/mg vs. 219.5 £ 13.2 pg/mg y 153.3 + 8.9 ug/mg vs. 203.4 + 22.4

ug/mg, respectivamente).
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A los 6 meses, se observd un mayor contenido en fosfolipidos en los grupos
alimentados con aceite de girasol con respecto a los valores encontrados en los grupos
alimentados con aceite de oliva virgen. En el resto de periodos de tiempo estudiados,
tan solo se observa un menor contenido en fosfolipidos en el grupo GQ con respecto al

grupo VQ a los 18 meses de edad.
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Figura 34 .- Contenido en fosfolipidos en membranas mitocondriales cerebrales

93.- RELACION  COLESTEROL/FOSFOLIPIDOS EN  MEMBRANAS
MITOCONDRIALES DE CEREBRO

La relacion colesterol/fosfolipidos se muestra en la Figura 35. En lo que
respecta a la evolucion de los grupos objeto de estudio en el tiempo, se observo a los 12
meses valores similares a los encontrados a los 6 meses, salvo para el grupo de animales
alimentados con aceite de oliva virgen suplementado con coenzima Qj, el cual mostro
un descenso significativo (0.43 £+ 0.02 vs. 0.63 = 0.01). A los 18 meses, existe un
incremento en esta relacion en los grupos alimentados con aceite de oliva virgen con
respecto a los valores encontrados a los 6 y 12 meses para estos grupos. El grupo G

mostrd un descenso con respecto a los valores encontrados a los 6 meses (0.45 £ 0.02
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vs. 0.61 £ 0.04) y el grupo GQ mostro en este periodo un aumento con respecto a los 12
meses (0.59 = 0.03 vs. 0.46 £ 0.01). A los 24 meses, se observo en todos los grupos un
descenso con respecto a los valores encontrados a los 18 meses e incluso en el grupo

VQ con respecto a los valores encontrados a los 6 meses de edad.
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Figura 35 .- Relacion colesterol/fosfolipidos en membranas mitocondriales de cerebro

En esta Figura también se muestran las diferencias encontradas entre las dietas
utilizadas en este estudio para cada periodo de tiempo. A los 6 meses, se observo un
mayor valor en la relacion colesterol/fosfolipidos en los grupos VQ y G con respecto a
los grupos V 'y GQ. A los 12 meses, se observaron menores valores en los grupos
suplementados con coenzima Qo que en los no suplementados. A los 18 meses, fue el
grupo alimentado con aceite de girasol sin suplementar el que mostré6 menor valor, con
diferencias significativas con respecto a los valores encontrados en los grupos V' y GQ
(0.45 £ 0.02 vs. 0.62 = 0.04 y 0.59 £ 0.03, respectivamente). A los 24 meses, el grupo
de ratas alimentado con aceite de oliva virgen mostré un mayor valor en esta relacion
que la encontrada en el grupo VQ (0.49 £+ 0.02 vs. 0.41= 0.01) y menor que la
encontrada en el grupo G (0.49 £+ 0.02 vs. 0.57 £+ 0.03), este ultimo grupo, junto con el
grupo GQ, también mostré una valor mayor que el encontrado en el grupo VQ (0.57 £

0.03 vs. 0.41 £0.01 y 0.51 £0.02 vs. 0.41 £ 0.01, respectivamente).
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10.- PRODUCCION DE DICLOROFLUORESCEINA DIACETATO EN
MITOCONDRIAS DE CEREBRO

La Figura 36 muestra los valores obtenidos para la diclorofluoresceina diacetato
en membrana mitocondriales de cerebro. La evolucion en el tiempo de este parametro
para cada grupo mostrd un aumento en los grupos V y GQ a los 12 meses con respecto a
los valores obtenidos a los 6 meses: a los 18 meses se observo un descenso en los
grupos V, G y GQ con respecto a los 12 meses e incluso con respecto a los 6 meses en
el grupo G, finalmente, a los 24 meses se observo en todos los grupos objeto de estudio
un aumento en los valores de este parametro con respecto a los valores obtenidos a los 6

y 18 meses.
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Figura 36.- Diclorofluoresceina diacetato en membranas mitocondriales del cerebro

En lo que respecta a las diferencias entre grupos para un periodo de tiempo
determinado, se observé que a los 6, 18 y 24 meses de edad, el grupo de ratas
alimentadas con aceite de girasol sin suplementar mostrd una mayor produccion de esta
molécula que los tres grupos restantes. A los 12 meses, se observé el mismo
comportamiento para este grupo, aunque tan solo con diferencias significativas con los

grupos Vy VQ
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11.- POLARIZACION DE FLUORESCENCIA EN MEMBRANAS
MITOCONDRIALES DE CEREBRO

Para la sonda DPH, como se muestra en la Figura 37, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos objeto de estudio entre el inicio y el final de
este estudio. Por otra parte, a los 6 meses de edad se encontrdé un mayor valor para este
parametro en el grupo de ratas alimentadas con aceite de girasol sin suplementar con
respecto al obtenido en los tres grupos restantes (V, VQ y GQ) (0.285 £ 0.002 vs. 0.279
+ 0.003, 0.277 £ 0.002 y 0.277 £ 0.002, respectivamente). A los 24 meses estos valores
se mantuvieron en el grupo G, aunque tan solo con diferencias significativas con
respecto a los grupos VQ y GQ (0.284 + 0.002 vs. 0.278 + 0.002 y 0.275 + 0.02,

respectivamente).
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Esta misma Figura muestra los resultados obtenidos para la sonda TMA-DPH.
En lo que respecta a la evolucion en el tiempo, se observd un incremento significativo
en el valor obtenido para esta sonda a los 24 meses con respecto a los 6 meses en los
grupos alimentados con las fuentes grasas utilizadas sin suplementar (0.337 £+ 0.001 vs.
0.331 £0.002 para el grupo V y 0.343 = 0.001 vs. 0.334 + 0.003 para el grupo G). En lo
que respecta a las diferencias significativas entre grupos para un periodo de tiempo
concreto, se observaron diferencias significativas tan solo a los 24 meses de edad entre
el grupo de ratas alimentado con aceite de girasol sin suplementar y los tres grupos
restantes (V, VQ y GQ) (0.343 + 0.001 vs. 0.337 + 0.001, 0.334 + 0.004 y 0.333 +

0.004, respectivamente).

12.- PERFIL LIPIDICO EN MITOCONDRIAS DE CEREBRO

12.1.- Acidos grasos saturados

La Figura 38.b muestra el porcentaje de 4cidos grasos saturados totales. En lo
que respecta a la evolucion de estos acidos grasos en el tiempo, se observé para el grupo
de ratas alimentadas con aceite de oliva virgen sin suplementar un aumento en su
porcentaje a los 24 meses de edad con diferencias significativas respecto a los
porcentajes encontrados a los 6 y 12 meses (51.5 £ 1.2 % vs. 48.3 £ 0.6 % y 48.3 £ 0.6
%, respectivamente) y para el grupo de ratas alimentadas con aceite de girasol sin
suplementar, un aumento a los 12 meses con respecto a los 6 meses de edad (48.1 + 1.0
% vs. 44.3 £ 0.9 %) y a los 18 y 24 meses con respecto a los 6 y 12 meses de edad. En
lo que respecta a los grupos suplementados con coenzima Qjo, se observd en ambos
grupos (VQ y GQ) un comportamiento similar a los 12 y 18 meses con porcentajes
superiores a los encontrados a los 6 meses. Sin embargo, a los 24 meses el grupo VQ
mantuvo valores superiores a los encontrados a los 6 meses (53.9 + 1.4 % vs. 45.9 £ 0.5
%) mientras que el grupo GQ mostrd una disminucion en el porcentaje de acidos grasos
saturados totales con diferencias significativas respecto a los porcentajes encontrados a
los 12 y 18 meses de edad (49.1 £ 1.6 % vs. 54.6 = 0.8 % y 54.3 £ 0.6 %,

respectivamente).

Respecto a las diferencias entre grupos para un mismo periodo de tiempo, se

observo a los 6 meses de edad un menor porcentaje de acidos grasos saturados totales en
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los grupos VQ y G. A los 12 meses, fueron los grupos suplementados con coenzima Q
los que mayor porcentaje mostraron con diferencias significativas respecto a los otros
dos grupos de estudio. A los 18 meses, los animales alimentados con aceite de girasol
(G y GQ) mostraron un mayor porcentaje en acidos grasos saturados que los
alimentados con aceite de oliva (V y VQ) y a los 24 meses, solo se observaron
diferencias entre el grupo GQ y los grupos VQy G (49.1 £1.6 % vs. 539+ 1.4 %y

55.5 + 1.2 %, respectivamente).

A continuacidon vamos a describir el comportamiento de algunos acidos grasos

saturados de manera independiente.

12.1.1.- Acido Miristico (C14:0)

El comportamiento de este acido graso saturado se muestra en la Figura 38.a. Se
observo en todos los grupos objeto de estudio un aumento en el porcentaje de acido
miristico a los 12 y 18 meses respecto a los porcentajes encontrados a los 6 meses. El
grupo de ratas alimentado con aceite de girasol sin suplementar mostrd ademas a los 18
meses un mayor porcentaje que a los 12 meses. A los 24 meses, los grupos V, VQ y G
mostraron mayores porcentajes que los observados a los 6, 12 y 18 meses de edad. Por
el contrario, el grupo GQ mostré un descenso en el porcentaje de este acido graso para
este ultimo periodo de tiempo con diferencias significativas respecto a los porcentajes
encontrados a los 12 y 18 meses.

Respecto al comportamiento de los diferentes grupos para un mismo periodo de
tiempo, se observd que a los 6 meses de edad el grupo de ratas alimentadas con aceite
de girasol sin suplementar (G) mostré6 un menor porcentaje en acido miristico que los
tres grupos restantes. A los 12 meses, el grupo G mostré menor porcentaje que el grupo
VQ, mientras que el grupo de ratas alimentadas con la misma fuente grasa suplementada
con coenzima Qo mostré un mayor porcentaje que los tres grupos restantes. A los 18
meses de edad fue el grupo de animales alimentados con aceite de oliva virgen sin
suplementar el que menor porcentaje en dcido miristico presento, mientras que a los 24
meses este comportamiento fue el mostrado por el grupo de animales alimentados con

aceite de girasol suplementado con coenzima Q.
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12.1.2.- Acido palmitico (C16:0)

El grupo de ratas alimentadas con aceite de oliva virgen sin suplementar (V)
mostrd para este acido graso saturado (Figura 38.a) una disminucion en su porcentaje a
los 12 meses respecto a los 6 meses, un aumento a los 18 meses respecto a los 12 meses
y un nuevo descenso a los 24 meses respecto a los 18 meses de edad. El grupo
alimentado con aceite de oliva virgen suplementado mostr6 a los 12 meses un mayor
porcentaje en acido palmitico que el encontrado a los 6 meses, a los 18 y 24 meses
mantiene ese mayor porcentaje respecto a los 6 meses, aunque menor que el encontrado
a los 12 meses. El grupo G mostré a los 12 meses un mayor porcentaje de este dcido
graso que el encontrado a los 6 meses, a los 18 meses el porcentaje fue mayor que el
encontrado a los 12 meses y a los 24 meses este grupo siguidé manteniendo un mayor
porcentaje que el encontrado a los 6 y 12 meses, aunque menor que el observado a los
18 meses. Finalmente, el grupo GQ mostré un aumento a los 18 meses respecto a los 6 y
12 meses, aunque a los 24 meses de edad este porcentaje descendidé a los valores

observados a los 6 y 12 meses.

Respecto a las diferencias entre grupos para este acido graso en cada periodo de
tiempo, se observo a los 6 meses porcentajes en los grupos VQ, G y GQ menores que el
encontrado en el grupo V, ademds el grupo GQ mostré un mayor porcentaje que el
grupo G. a los 12 meses, el grupo VQ mostré un porcentaje en acido plamitico mayor
que el encontrado en los grupos V, G y GQ, mostrando ademas este Gltimo grupo un
mayor porcentaje que el encontrado en el grupo V. A los 18 meses, el grupo de ratas
alimentadas con aceite de girasol sin suplementar mostré un mayor porcentaje que los

grupos alimentados con aceite de oliva virgen.

12.1.3.- Acido estedrico (C18:0)

A los 12 meses de edad solo se observo un descenso en el porcentaje de este
acido graso saturado en el grupo de ratas alimentado con aceite de oliva virgen sin
suplementar (Figura 38.a). A los 18 meses, este grupo aumento el porcentaje de 4cido
estedrico respecto al observado a los 12 meses, el grupo G disminuyd su porcentaje

respecto a los 6 y 12 meses y el grupo GQ lo increment6 respecto a los 12 meses. A los
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24 meses todos los grupo mostraron para este acido graso el mismo comportamiento,
consistente en una disminucidn en su porcentaje respecto a los valores obtenidos a lo 6,

12 y 18 meses de edad.

El estudio del comportamiento entre los grupos en un mismo periodo de tiempo,
mostrd que a los 6 meses de edad los grupos suplementados con coenzima Qg
presentaban menor porcentaje en acido estedrico que lo grupos no suplementados. A los
12 meses, el mayor porcentaje para este acido graso fue el encontrado en el grupo G con
diferencia significativas respecto a los grupos V y GQ. A los 18 meses, el grupo G

mostro un porcentaje menor que el encontrado en el grupo V.

12.2.- Acidos grasos monoinsaturados

La Figura 39.b muestra el porcentaje de acidos grasos monoinsaturados totales.
En lo que respecta a la evolucion de estos acidos grasos en el tiempo, se observo para el
grupo de ratas alimentadas con aceite de oliva virgen sin suplementar una disminucion
en este porcentaje a los 18 meses respecto a los valores encontrados a los 6 y 12 meses
de edad (26.2 £ 0.2 % vs. 29.6 £ 0.5 % y 29.9 + 0.6 %, respectivamente), disminucion
que se incrementd a los 24 meses, con diferencias significativas respecto al porcentaje
observado a los 18 meses (22.3 + 0.6 % vs. 26.2 + 0.2 %). El grupo alimentado con la
otra fuente grasa sin suplementar (G) mostré un descenso a los 12 meses respecto al
porcentaje encontrado a los 6 meses (31.8 = 0.6% vs. 35.1 £ 0.9 %), descenso que se
incremento a los 18 meses con diferencias respecto a los 12 meses (25.7 = 1.4 % vs.
31.8 £ 0.6 %) y a los 24 meses con diferencias respecto a los 18 meses de edad (21.9 +
1.5% vs. 25.7+ 1.4 %).

Respecto a las diferencias entre grupos para un mismo periodo de tiempo, se
observo a los 6 meses de edad el menor porcentaje de acidos grasos monoinsaturados
totales en el grupo de animales alimentados con aceite de oliva virgen, con diferencias
significativas respecto a los tres grupos restantes (VQ, Gy GQ) (29.6 £ 0.5 % vs. 32.1 +
0.5 %, 35.1 £ 0.9 % y 32.7 £ 0.5 %, respectivamente), ademas, en este periodo de
tiempo, el grupo G mostré un porcentaje mayor que los encontrados en los grupos
suplementados con coenzima Qjo. A los 12 meses los grupos alimentados con las
fuentes grasas suplementadas (VQ y GQ) mostraron un porcentaje menor en acidos

grasos monoinsaturados que los grupos alimentados con las mismas fuentes grasas sin
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suplementar (V' y G) (24,3 £ 0.6 % y 26.9 = 0.6 % vs. 29.9 £ 0.6 % y 31.8 = 0.6 %,
respectivamente), ademas se observé en este periodo de tiempo un mayor porcentaje en
el grupo G que en el grupo V y en el grupo GQ que en el grupo VQ. A los 24 meses, el
mayor porcentaje fue el mostrado por el grupo GQ con diferencias significativas especto
a los grupos restantes (V, VQy G) (25.8 £ 0.8 % vs. 22.3 £ 0.6 %, 21.4 £ 0.7 % y 21.9

+ 0.5 %, respectivamente).

A continuacién vamos a describir el comportamiento de algunos acidos grasos

monoinsaturados de manera independiente.

12.2.1.- Acido palmitoleico (C16:1 n-9)

El comportamiento de este 4cido graso saturado se muestra en la Figura 39.a.
En lo que respecta a la evolucion en el tiempo para este acido graso monoinsaturado, se
observo un incremento a los 18 meses respecto a los 6 y 12 meses, en el grupo V con
posterior descenso a los 24 meses. En este periodo de tiempo final también se observo
un incremento en el grupo GQ respecto a los porcentajes encontrados para este grupo a
los 6, 12 y 18 meses de edad.

Respecto a las variaciones entre grupos en el porcentaje de acido palmitoleico en
los distintos periodos de tiempo estudiados, se observd a los 6 meses un menor
porcentaje en el grupo GQ aunque tan solo mostré diferencias con el grupo V. A los 18
meses el grupo V mostré un mayor porcentaje que los tres grupos restantes. A los 24
meses, el mayor porcentaje en acido palmitoleico fue el mostrado por el grupo de ratas

alimentadas con aceite de girasol suplementado con coenzima Q.
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12.2.2.- Acido oleico (C18:1 n-9)

A los 12 meses de edad se observo una disminucion en el porcentaje de este
acido graso en los grupos VQ, G y GQ (Figura 39.a). Esta disminucién se incremento a
los 18 meses, con diferencias significativas en todos los grupos respecto al porcentaje
encontrado a los 6 y 12 meses. A los 24 meses, el porcentaje acido oleico siguid
disminuyendo en los grupos V, VQ y G, mostrando diferencias con los 18 meses.

En lo que respecta a las diferencias entre grupos para cada periodo de tiempo, se
observo a los 6 meses el mayor porcentaje en el grupo de ratas alimentado con el aceite
de girasol sin suplementar, con diferencias significativas respecto a los tres grupos
restantes. A los 12 meses, el comportamiento mostrado por los grupos fue el mismo que
el encontrado en el porcentaje de acidos grasos monoinsaturados totales, salvo por la
ausencia de diferencias entre los grupos V y G. A los 18 meses, el grupo G mostro el
menor valor, aunque con diferencias tan solo respecto al grupo V. A los 24 meses, el
grupo G es el que mostrd el mayor porcentaje, con diferencias respecto a los grupos VQ

y G.

12.2.3.- Acido nervénico (C24:1 n-9)

El grupo de ratas alimentado con aceite de oliva virgen sin suplementar mostro
un aumento en el porcentaje de acido nervénico a los 18 meses de edad (Figura 39.a),
con diferencias significativas respecto a los porcentajes encontrados a los 6 y 12 meses
y un posterior descenso a los 24 meses, con diferencias significativas respecto al
porcentaje encontrado a los 18 meses. Por su parte, el grupos de ratas alimentado con la
otra fuente grasa sin suplementar mostr6 unicamente un descenso a los 18 meses con
respecto al porcentaje encontrado a los 6 meses. En lo que respecta a los grupos
suplementados (VQ y GQ) mostraron a los 12 y 18 meses un comportamiento similar,
consistente en un descenso a los 12 meses y posterior ascenso a los 18 meses. A los 24
meses estos dos ultimos grupos se comportaron de manera distinta, el grupo VQ mostrd
un incremento en el porcentaje de acido nervénico con respecto a los 12 meses, aunque
un descenso con respecto a los 18 meses y el grupo GQ mantuvo el porcentaje

observado a los 18 meses con diferencias significativas respecto a los 12 meses.
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A los 6 meses de edad se encontraron para este acido graso diferencias entre los
grupos alimentados con aceite de oliva virgen y los alimentados con aceite de girasol,
con un mayor porcentaje en estos dos ultimos grupos. Ademas, el grupo alimentado con
aceite de oliva virgen suplementado mostré un mayor porcentaje que el grupo
alimentado con la misma fuente grasa sin suplementar. A los 12 meses, el mayor
porcentaje en acido nervonico fue el mostrado por el grupo G, con diferencias
significativas respecto a los tres grupos restantes. Ademads, se observd en este periodo
de tiempo un porcentaje mayor en los grupos V y GQ con respecto al hallado en el
grupo VQ. A los 18 y 24 meses el mayor porcentaje es el mostrado por el grupo GQ,
con diferencias significativas respecto a los grupos V, VQ y G a los 18 meses y los

grupos V'y VQ a los 24 meses.

12.3.- Acidos grasos poliinsaturados

La Figura 40 muestra el porcentaje de acidos grasos poliinsaturados totales. En
lo que respecta a la evolucion de estos acidos grasos en el tiempo se observé a los 18
meses un aumento en el porcentaje de estos acidos grasos en los grupos V y GQ
respecto a los porcentajes encontrados a los 12 meses (23.4 £ 0.1 % vs. 21.7£ 03 % y
20.7 £ 0.4 % vs. 18.5 £ 0.4 %, respectivamente). A los 24 meses, todos los grupos
mostraron el mismo comportamiento para el total de acidos grasos poliinsaturados,
consistente en un aumento con respecto a los porcentajes encontrados a los 6, 12 y 18
meses de edad.

Respecto a las diferencias entre grupos para un mismo periodo de tiempo, se
observo a los 6 meses de edad los menores porcentajes de acidos grasos poliinsaturados
totales en los grupos de animales alimentados con aceite de girasol, con diferencias
significativas respecto a los grupos alimentados con aceite de oliva virgen. Ademas, se
observd en este periodo de tiempo diferencias entre los grupos G y GQ (20.6 = 0.2 %
vs. 19.2 £ 0.3%). A los 12 y 18 meses, se repitio el comportamiento observado por los
distintos grupos de estudio a los 6 meses de edad, salvo por la ausencia de diferencias
significativas entre los grupos G y GQ a los 18 meses. A los 24 meses solamente se

observ¢ diferencias entre los grupos Vy G (26.2 = 1.0 % vs. 22.6 = 0.9 %).
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12.4.- Acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6

La Figura 41.b muestra el porcentaje de acidos grasos poliinsaturados de la serie
n-6. En lo que respecta a la evolucion de estos acidos grasos en el tiempo se observaron

tan solo diferencias en los grupos suplementados con coenzima Q.

En el grupo VQ hubo a los 12 y 18 meses un descenso con respecto al porcentaje
en estos acidos grasos hallado a los 6 meses (11.2 + 0.2 %y 11.7+ 0.4 % vs. 13.0 +
0.3 %), mientras que a los 24 meses mostrd un ligero aumento presentando tan solo
diferencias con respecto al porcentaje hallado a los 12 meses (12.5 + 0.3 % vs. 11.2 £
0.2 %). Por su parte, el grupo GQ mostro a los 18 meses un aumento en el porcentaje en
acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 respecto al encontrado a los 12 meses (14.1
+ 0.3 % vs. 12.3 £ 0.3 %) y a los 24 respecto a los porcentajes hallados a los 6 y 12
meses (15.1 £0.6 % vs. 14.1 £ 0.3 % y 12.3 + 0.3 %, respectivamente).

Respecto a las diferencias entre grupos para un mismo periodo de tiempo, se
observé a los 6 meses de edad el mayor porcentaje de acidos grasos poliinsaturados de
la serie n-6 en el grupo de animales alimentados con aceite de girasol sin suplementar,
con diferencias significativas respecto a los tres grupos restantes (V, VQ y GQ) (14.3 +

0.1 % vs. 124+ 0.2 %, 13.0£ 0.3 % y 13.2 + 0.2 %, respectivamente). Ademas se
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observaron diferencias significativas entres los grupos GQ y V. A los 12 meses
se mantuvieron las diferencias entre el grupo G y los tres grupos restantes,
encontrandose ademas diferencias significativas entre el grupo VQ y los grupos V 'y GQ
(11.2+0.2 % vs. 123 £0.3 % y 12.3 £ 0.3 %, respectivamente). A los 18 y 24 meses,
los grupos alimentados con aceite de girasol mostraron un mayor porcentaje en estos
acidos grasos que los hallados en los grupos alimentados con aceite de oliva virgen,
hallandose ademas diferencias significativas entre los grupos G y GQ (13.3 + 0.3% vs.

14.1+£0.3% alos 18 meses y 15.1 £0.6 % vs. 13.8 = 0.4 % a los 24 meses).

A continuacion se describe el comportamiento de algunos &cidos grasos

poliinsaturados de la serie n-6 de manera independiente.

12.4.1.- Acido linoleico (C18:2 n-6)

Los grupos de ratas alimentadas con aceite de oliva virgen mostraron un
incremento en el porcentaje de 4cido linoleico a los 24 meses de edad, con diferencias
significativas respecto a los valores encontrados a los 6 y 12 meses para el grupo Vy a
los 6, 12 y 18 meses en el grupo VQ (Figura 41.a). Por su parte, los grupos alimentados
con aceite de girasol solo mostraron diferencias en el caso del grupo alimentado con
esta fuente grasa y suplementado con coenzima Q,g, con un incremento a los 18 meses
(con diferencias significativas respecto a los 6 y 12 meses) y un mantenimiento a los 24

meses (solo mostrd diferencias significativas respecto a los 12 meses).

Respecto a las diferencias entre grupos para cada periodo de tiempo, se observo
siempre el mismo comportamiento, consistente en un mayor porcentaje de acido

linoleico en los grupos alimentados con aceite de girasol (G y GQ).

12.4.2.- Acido eicosatrienoico (C20:3 n-6)

El comportamiento de este acido graso en base a la dieta y la edad es mostrado
en la Figura 41.a. Respecto a la edad, se observa a los 12 meses una disminucion en los
porcentajes encontrados en los grupos suplementados con coenzima Qo respecto a los
encontrados a los 6 meses, a los 18 meses se observa un descenso en los grupos V, G y

GQ respecto a los valores hallados a los 6 meses y finalmente, a los 24 meses se
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observo un incremento en el porcentaje de 4cido eicosatrienoico en el grupo V (con
diferencias respecto a los valores hallados a los 6 y 18 meses), en el grupo VQ (con
diferencias respecto a los valores hallados a los 12 y 18 meses) y en el grupo GQ (con
diferencias respecto a los valores hallados a los 12 y 18 meses).

Respecto a la grasa, a los 6 meses se observd en el grupo de animales
alimentados con aceite de oliva virgen sin suplementar un porcentaje menor que el
encontrado en los tres grupos restantes. A los 12 meses, tan solo se hallaron diferencias
entre los grupos G y VQ, con un menor porcentaje en este tltimo. A los 18 y 24 meses

no se hallaron diferencias significativas entre los grupos objeto de estudio.

12.4.3.- Acido araquidonico (C20:4 n-6)

Respecto a la evolucion de este acido graso en el tiempo (Figura 41.a), a los 12
y 18 meses solo se observo un mayor porcentaje en el grupo GQ respecto a los valores
hallados a los 6 meses. Las mayores diferencias fueron encontradas a los 24 meses de
edad. En este periodo de tiempo, el grupo V mostrd una disminucién en el porcentaje de
acido araquidonico respecto a los valores encontrados a los 6, 12 y 18 meses, el grupo
VQ respecto a los encontrados a los 6 y 12 meses, el grupo G respecto a los 12 meses y

el grupo GQ respecto a los 18 meses.

Respecto a las diferencias entre grupos para cada periodo de tiempo, se observo
a los 6 meses un menor porcentaje de acido araquidonico en el grupo GQ, aunque solo
diferente al encontrado en el grupo V. A los 12 meses, el grupo G mostrdé un mayor
porcentaje en este acido graso poliinsaturado que los animales de los grupos
alimentados con aceite de oliva virgen. A los 18 y 24 meses, los animales de los grupos
alimentados con aceite de girasol mostraron mayores porcentajes que los alimentados

con aceite de oliva virgen.

12.5.- Acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3

La Figura 42.b muestra el porcentaje de acidos grasos poliinsaturados de la serie
n-3. En lo que respecta a la evolucion de estos acidos grasos en el tiempo se observaron

alos 12 y 18 meses de edad tan solo diferencias en los grupos alimentados con aceite de
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oliva virgen. A los 12 y 18 meses en grupo VQ mostr6 un incremento en el porcentaje
de estos acidos grasos respecto al valor encontrado a los 6 meses de edad (11.4 + 0.3 %
y 10.5 £ 0.3 % vs. 9.0 £ 0.2 %) y a los 18 meses el grupo V mostré un incremento
respecto a los valores hallados a los 6 y 12 meses (11.2 £0.2 % vs. 9.6 £ 0.1 %y 9.4 +
0.2 %, respectivamente). A los 24 meses los grupos V, G y GQ mostraron un porcentaje
en estos acidos grasos poliinsaturados mayor que los encontrados a los 6, 12 y 18 meses

y el grupo VQ mayor que a los 6 y 18 meses de edad.

Respecto a las diferencias entre grupos para un mismo periodo de tiempo, se
observo en todos los periodos de tiempo estudiados (6, 12, 18 y 24 meses) un menor
porcentaje de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 en los grupos alimentados
con aceite de girasol respecto a los encontrados en los grupos alimentados con aceite de
oliva virgen. Ademas a los 6 y 12 meses se observaron diferencias entre los grupo V 'y
VQ (9.6 +0.1 % vs. 9.0+0.2% alos 6 mesesy 9.4 +0.2 % vs. 11.4+0.3 % alos 12

meses).
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12.5.1.- Acido docosahexaenoico (C22:6 n-3)

Las diferencias observadas para este acido graso poliinsaturado de la serie n-3
son las mismas que las descritas para el total de acidos grasos poliinsaturados de esta

serie, tanto en lo referente al tiempo como a la dieta (Figura 42.a).

12.6.- Relacion acido oleico/acido linoleico

La relacion de estos dos acidos grasos se muestra en la Figura 43.a. Se observo
en todos los grupos objeto de estudio una disminucion en esta relacion a los 18 meses
respecto a los valores encontrados para la misma a los 6 y 12 meses de edad. A los 24
meses se mantuvieron los valores encontrados a los 18 meses en los grupos de animales
alimentados con aceite de girasol y se redujo en los alimentados con aceite de oliva
virgen, con diferencias significativas respecto a los encontrados a los 18 meses de edad.

Respecto a las diferencias entre grupos para cada periodo de tiempo, se observd
que en todos los periodos estudiados los grupos alimentados con aceite de girasol
mostraron una menor relacion oleico/linoleico que los alimentados con aceite de oliva

virgen.

12.7.- Relacion acidos grasos monoinsaturados/acidos grasos poliinsaturados

(AGM/AGP)

Respecto a la evolucion en el tiempo (Figura 43.b) se observo a los 12 meses un
descenso en esta relacion en los grupos suplementados respecto a los valores obtenido a
los 6 meses (1.07 £ 0.0 % vs. 1.5 = 0.0 % para el grupo VQy 1.4 £ 0.0 % vs. 1.7 £ 0.0
% para el grupo GQ). A los 18 meses todos los grupos mostraron un descenso en esta
relacion respecto a los valores hallados a los 6 y 12 meses, salvo el grupo VQ que
mostrd un ascenso respecto al valor hallado a los 12 meses. Finalmente, a los 24 meses
se observo en todos los grupos un descenso en el valor de la relacion AGM/AGP en
todos los grupos objeto de estudio respecto a los valores hallados a los 6, 12 y 18 meses
de edad.

Respecto a las diferencias entre grupos, se observo a los 6 meses una mayor
valor para esta relacion en los grupos alimentados con aceite de girasol que en los

alimentados con aceite de oliva virgen, ademas se observo un mayor valor en el grupo
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VQ que el hallado en el grupo V (1.5 £ 0.0 % vs. 1.3 + 0.0%). A los 12 meses se
mantuvieron las diferencias entre los grupos alimentados con aciete de girasol y los
alimentados con aciete de oliva virge, sin embargo, el grupo VQ presentd en este
periodo un menor valor para la relacion AGM/AGP que el grupo V (1.1 £0.0 % vs. 1.4
+ 0.0 %). A los 18 meses se observaron diferencias entre los grupo Gy V (1.3 £ 0.1 %
vs. 1.1 £0.0 %). A los 24 meses de edad fue el grupo GQ el que mostré un mayor valor
para esta relacion, con diferencias significativas respecto a los grupos Vy VQ (1.0 + 0.1

% vs. 0.9+ 0.0 % y 0.9 = 0.0%, respectivamente).

12.8.- Relacion acido araquidonico/acido docosahexaenoico (ARA/DHA)

Respecto a la evolucion en el tiempo, las diferencias se observaron a los 18 y 24
meses (Figura 43.c). El grupo V mostré a los 18 meses un menor valor para esta
relacion que la encontrada a los 6 'y 12 meses y a los 24 menor que la encontrada a los 6,
12 y 18 meses (0.7 £ 0.0 vs. 1.0 £ 0.0, 1.0 £ 0.0 y 0.9 + 0.0, respectivamente), el grupo
VQ alos 18 meses menor que la encontrada a los 6 meses y a los 24 menor que alos 6 y
18 meses (0.8 = 0.0 vs. 1.0 = 0.0 y 0.9 £ 0.0, respectivamente). El grupo G mostr6
unicamente un descenso en el valor de esta relacion a los 24 meses respecto a los 12
meses de edad (1.4 = 0.1 vs. 1.7 £ 0.0) y el grupo GQ un incremento a los 18 meses
respecto a los 6 y un descenso a los 24 meses respecto a los 6, 12 y 18 meses de edad
(1.3£0.1vs. 1.5+£0.0, 1.6 £0.0 y 1.7 + 0.0, respectivamente).

Los grupos de animales alimentados con aceite de girasol mostraron en todos los
periodos de tiempo estudiados (6, 12, 18 y 24 meses de edad) un mayor valor para la
relacion ARA/DHA que la encontrada en los grupos alimentados con aceite de oliva.
Ademas, se observo a los 12 meses un menor valor en el grupo VQ respecto al grupo V

(0.8 0.0 vs. 1.0 £ 0.0) y en el grupo GQ respecto al grupo G (1.6 = 0.0 vs. 1.7 = 0.0)
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Figura 43 .- Relaciones diversas entre acidos grasos insaturados (®-9, ®-6, y ®-3) de
mitocondrias cerebrales procedentes de ratas alimentadas con dietas donde se modifico la

calidad de la grasa alimentaria.

12.9.- indice de insaturacion

El grupo de animales alimentado con aceite de oliva virgen sin suplementar no
mostrd diferencias respecto al tiempo para este indice (Figura 44.a); por el contrario en
el grupo alimentado con la misma fuente grasa suplementada con coenzima Q aparece

un descenso en este indice a los 12, 18 y 24 meses respecto al valor hallado a los 6
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meses de edad (2.5 + 0.1, 2.5+ 0.1 y 2.5 £ 0.1 vs. 2.9 £ 0.1). El grupo alimentado con
aceite de girasol sin suplementar mostrd a los 12 meses un descenso en esta relacion
respecto a los 6 meses (2.5 £ 0.1 vs. 2.8 £ 0.1) y a los 18 y 24 meses respecto a los 6 y
12 meses. Por el contrario, en el grupo alimentado con la misma fuente grasa
suplementada se puede comprobar un descenso a los 12 y 18 meses respecto a los 6
meses, aunque a los 24 meses hubo un ascenso en el indice de insaturacion respecto a
los valores hallados a los 6, 12y 18 meses (2.7 +0.2 vs. 2.4+ 0.1,2.0+ 0.1 y 2.1 £0.1,

respectivamente).

Respecto a las diferencias entre grupos, se observo a los 6 y 12 meses de edad un
menor valor para este indice en el grupo de animales alimentados con aceite de girasol
suplementado, con diferencias significativas respecto a los tres grupos restantes. A los
18 meses, los grupos alimentados con aceite de oliva mostraron un mayor valor para
este indice que los alimentados con aceite de girasol, y ademas se observaron
diferencias entre los grupos Vy VQ (2.7 £ 0.0 2.5 = 0.1). Finalmente, a los 24 meses el
minimo valor fue el obtenido por el grupo G, con diferencias significativas respecto a
los grupos V.y GQ (2.2 = 0.1 vs. 2.8 = 0.1 y 2.7 + 0.2, respectivamente); por el
contrario el maximo valor fue el encontrado por el grupo GQ, con diferencias

significativas respecto a los tres grupos restantes.

12.10.- indice de peroxidacion

A los 12 meses el grupo VQ mostré un aumento en este indice respecto a los 6
meses (87.7 = 1.8 vs. 79.9 = 1.5) (Figura 44.b) y a los 18 meses el grupo V respecto a
los 12 meses (86.8 = 0.7 vs. 79.7 + 1.5). A los 24 meses, el grupo V y GQ mostré un
ascenso en el valor de este indice respecto a los 6, 12 y 18 meses, el grupo VQ respecto
alos 6y 18 meses (89.8 +2.9vs. 79.9 + 1.5y 82.2 £2.1) y el grupo G respecto a los 12
meses (74.7 £ 2.9 vs. 67.2 £2.3).
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Respecto a las diferencias entre grupos, se observo en todos los periodos de
tiempo un menor valor para este indice en los grupos alimentados con aceite de girasol
que en los alimentados con aceite de oliva virgen. Ademas, se observo a los 6 meses un
menor valor en el grupo GQ que en el grupo G (64.6 £ 1.1 vs. 68.7 +£ 0.8) y a los 12
meses un mayor valor en el grupo VQ que en el grupo V (87.7 £ 1.8 vs. 79.7 + 1.5).
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Figura 44 .- Indice de insaturacién (a) y de peroxidacién (b) en mitocondrias cerebrales
procedentes de ratas alimentadas con dietas donde se modificé la calidad de la grasa

alimentaria.
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DISCUSION

1.-RESPECTO DE LOS PESOS DE LOS ANIMALES ESTUDIADOS

En la Figura 26 se muestra la evolucion de los pesos de los animales de los
cuatro grupos considerados. Tal como se puso de manifiesto en el apartado
correspondiente de resultados (apartado 1), los animales evolucionaron desde un punto
de vista ponderal de una manera que se puede considerar normal, ganando peso de
manera gradual desde el comienzo del estudio hasta el momento del sacrificio a los

veinticuatro meses.

En el mismo sentido, los valores de los pesos de los animales de los cuatro
grupos experimentales se puede considerar que estan dentro de la normalidad en
relacion a la raza, edad y sexo de las ratas y concuerda con los resultados obtenidos en
otros estudios, incluidos los nuestros (Hubert, M.F. et al, 2000; Quiles, J.L. et al, 2004a;
Quiles, J.L. et al, 2004b). Ademas, estudios realizados en relacion al peso medio de
ratas viejas corroboran que este parametro es inversamente proporcional a la tasa de

supervivencia del animal (Laroque, P. et al, 1997).

Lo acabado de expresar parece lo suficientemente concluyente a pesar de que
existieran algunas diferencias estadisticamente significativas especialmente cuando se
consideran edades distintas. No obstante a los 24 meses todos los animales mostraron

unos pesos muy similares entre los cuatro grupos experimentales.

Las diferencias poco acusadas y la heterogeneidad del hecho, unido a la
evolucion general de los pesos, nos hace concluir que la variabilidad citada no es la
expresion de un efecto graso ni del coenzima Q, sino algo que debe aceptarse como

variabilidad fisiologica.

2.- RESPECTO DEL PESO CEREBRAL

En cuanto al peso del cerebro de los animales experimentales no existe, tal como
se muestra en Figura 26, ninguna diferencia ni entre edades ni entre grupos. A los seis

meses los animales de los cuatro grupos ya presentaron el mismo peso cerebral que al
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final del periodo experimental, hecho que corresponde a la normalidad fisiolégica
puesto que las ratas al nacer ya presentan un cerebro casi completamente desarrollado y

a los seis meses muestran un 6rgano practicamente maduro.

Con respecto a la relacion peso/cerebro de la rata se encuentra, como era
previsible dado el aumento del peso, que a medida que envejecen los animales aparece
una disminucion de la misma, hecho que se puede considerar absolutamente normal en

el crecimiento y desarrollo de los animales experimentales.

No hubo diferencias entre los cuatro grupos experimentales en cualquier edad o
periodo analizado, tan s6lo a los 18 meses de edad en el grupo donde la grasa
alimentaria fue girasol la relacion disminuyd, lo que se explica por el mayor aumento de
peso en ese grupo y a esa edad . Dada esa circunstancia concreta y la falta de diferencias
al final del periodo experimental, las diferencias significativas que se encuentran entre
algunos grupos de animales no permiten concluir que pueda existir algun efecto de la

grasa alimentaria con presencia o no del coenzima Q.

En definitiva y tal y como se ha comentado anteriormente, habra que entender
pues, que ni los pesos de los animales, ni el peso de sus estructuras cerebrales se ven

afectados por la calidad de la grasa.

3.- RESPECTO DE LOS NIVELES DE HIDROPEROXIDOS EN MEMBRANAS
MITOCONDRIALES DE CEREBRO

3.1.- Niveles de hidroperoxidos basales

Los niveles de hidroperoxidos de las membranas basales del cerebro es una
medida suficientemente fiable del grado de estrés oxidativo que existe en las citadas

estructuras cerebrales.

El aspecto global més evidente a destacar, es que en la edad avanzada de los 24
meses, las ratas muestran un grado de dafio oxidativo medido por los niveles de
hidroperoxidos superior a cualquiera de las edades mas tempranas consideradas. Asi

mismo esto ocurre a los 12 y 18 meses al comparar con valores iniciales de 6 meses.
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(Figura 27). Este hecho estaria de acuerdo con todo que se ha postulado sobre el
envejecimiento y el estrés oxidativo (Harman 1956; Miquel, 1980 ), asi como con lo
observado por otros autores, aunque utilizando otros marcadores de dafio oxidativo

(Mecocci, P. et al, 1993; Ames, B.N. et al, 1993)

El otro aspecto importante es lo que ocurre cuando se comparan dentro de un
mismo momento estudiado, los valores obtenidos con los grupos cuya grasa alimentaria
fueron aceites distintos suplementados o no con coenzima Q. Existe una evidencia muy
palpable, y es que los niveles de hidroperoxidos en las membranas mitocondriales de los
animales alimentados con aceite de girasol eran en todos los casos superiores a aquellos
correspondientes a aceite de oliva virgen. Esto concuerda con los resultados previos
obtenidos por nuestro grupo de investigacion en ratas alimentadas a lo largo de su vida
con aceites con distinto grado de insaturacidon, aunque en otros drganos postmitoticos

(corazén y musculo) (Ochoa, J.J. et al, 2003).

La explicacion obligada de este menor dafio oxidativo de las membranas
mitocondriales de los grupos alimentados con aceite de oliva virgen, reside en el hecho
de que las membranas mitocondriales (y en general todas las membranas bioldgicas)
son capaces de adaptar la composicion de sus fosfolipidos a la grasa ingerida de forma
mayoritaria (Huertas, J.R. et al., 1991b; Quiles, J.L., et al, 1999b; Ochoa-Herrera, J.J.,
et al, 2201; Ochoa. J.J., et al, 2003; Quiles, J.L., et al, 2005). De este modo, si un
individuo ingiere mayoritariamente grasa de origen animal, sus membranas seran mas
ricas en grasa saturada que las de otro individuo cuya fuente grasa mayoritaria sea de
origen vegetal. Ademads, el estrés oxidativo estd enormemente relacionado con la
composicion lipidica de las membranas bioldgicas, de modo que una fuente grasa
poliinsaturada (aceite de girasol, por ejemplo) generard membranas mas susceptibles al
dafio oxidativo que una fuente grasa monoinsaturada (aceite de oliva, por ejemplo), lo
cual ha sido ampliamente demostrado en numerosas situaciones fisioldgicas y
patologicas y empleando modelos animales y humanos (Ramirez-tortosa, M.C. et al,
1999; Quiles, J.L., et al, 1999c; Quiles, J.L. et al, 2002; Ochoa, J.J. et al, 2002, Ochoa,
JJ. et al, 2003; Quiles, J.L. et al, 2005). Este aspecto serd confirmado y discutido de
modo detallado méas adelante.

Un tercer aspecto es lo que ocurre cuando se comparan los valores

correspondientes a un mismo aceite pero con suplementacion con coenzima Q y sin ella.
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En este caso cuando la grasa fue aceite de oliva s6lo se percibié un menor indice de
dafio oxidativo con suplementacion en dos de los periodos estudiados (12 y 24 meses).
Cuando la grasa alimentaria fue aceite de girasol la suplementacion con coenzima Q
mostré una mayor proteccion antioxidativa en todos los casos, lo cual concuerda con
datos previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion aunque en un Organo
postmitdtico diferente, el corazén (Ochoa, J.J., et al, 2005). Este hecho lo diferencia,
aunque no sea fuertemente, del aceite de oliva, lo que puede interpretarse como que este
ultimo alcanza por si s6lo una mayor proteccion de la que sucede con el aceite de
girasol y por lo tanto es menos necesaria una suplementacién con antioxidantes.
Ademas, esto en parte se confirma con el hecho de que el efecto de la suplementacion
con coenzima Q sobre los hidroperdxidos en el grupo de animales alimentados con
aceite de oliva tan solo se ve de manera significativa en los dos periodos de tiempo en
los que los niveles de hidroperdxidos son mas elevados, es decir, a los 12 y 24 meses de

vida.

3.2.- Niveles de hidroperoxidos inducidos

Cuando se indujo una agresion oxidativa con AAPH, compuesto capaz de
generar radicales libres, maniobra que tiene por objeto visualizar mejor el fendmeno de
la defensa oxidativa, los resultados encontrados difieren poco en términos cualitativos

de los que se aparece en el caso de los niveles basales de hidroperdxidos.

Asi, al final del periodo estudiado se encuentran los mayores valores de
hidroperoxidos y en todos los casos estos fueron mayores que los hallados inicialmente

a los 6 meses.

Cuando se comparan los valores obtenidos con los animales alimentados con
aceite de oliva respecto a los que tomaron girasol en iguales condiciones se encuentran
diferencias en tres de los cuatro periodos estudiados (6, 18 y 24 meses), hecho que
también ocurre cuando el aceite de oliva estaba suplementado con coenzima Q. Parece
claro, a pesar de la falta de diferencia a los 12 meses, que el aceite de oliva condiciona a
lo largo de la vida del animal una mayor proteccion oxidativa que el de girasol incluso
cuando tedricamente estd protegido por un antioxidante. Como hemos comentado

anteriormente, esta mayor proteccion antioxidativa del aceite de oliva virgen con
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respecto al aceite de girasol durante el envejecimiento ha sido observada previamente
por nuestro grupo de investigacion tanto en plasma como en otros 6rganos de rata

(Ochoa et al, 2003; Quiles, J.L. et al, 2004a).

En relacion a lo que sucede cuando se comparan animales alimentados con

un_mismo aceite suplementado o no con coenzima O, con respecto al grupo

alimentado con aceite de oliva virgen, parece existir un patron semejante al

observado en los hidroperoxidos basales, aunque tan solo es significativo a los 24

meses de vida. Con respecto al grupo girasol, la proteccion es evidente prdacticamente

en todos los periodos estudiados, lo cual como se ha comentado anteriormente puede

ser debido a la mayor agresion oxidativa que sufre este grupo como consecuencia de

la fuente grasa poliinsaturada y por lo tanto la mayor necesidad de una

suplementacion con este antioxidante. Lo que si se muestra de manera clara es que

en ambos grupos de grasas, el coenzima O muestra una mayor proteccion oxidativa al

final de la vida (24 meses de edad), periodo en el cual el dario por estrés oxidativo es

mds perjudicial para el organismo en general. Es decir, los datos obtenidos con este

parametro parecen mostrar que las membranas mitocondriales viejas provenientes de

los animales suplementados, podrian estar mejor preparadas para resistir el dafio

oxidativo que las provenientes de animales no suplementados. Este dato es de gran

importancia ya que uno de los problemas de las mitocondrias envejecidas es que son

mas susceptibles al daiio oxidativo y por lo tanto predisponen al organo a un mayor

daiio durante la agresion oxidativa (Lesnefsky, E.J., et al, 2001; Ochoa, J.J. et al,
2005).

4.- RESPECTO DE LA PRODUCCION DE DICLOFLUORESCEINA OXIDADA

Otra forma de valorar el dafio oxidativo existente en las mitocondrias cerebrales
es a través de la cuantificacion de especies reactivas de oxigeno mediante la utilizacién
del ensayo fluorimétrico de la sonda de diclorofluoresceina diacetato, cuyos resultados

se indican en la Figura 36.

La consideracion evolutiva del pardmetro considerado permite concluir cuando
se contempla el fendomeno de una manera global, que hay un aumento a lo largo de la

vida del animal, lo cual estaria de acuerdo con el hecho evidenciado en muchos
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estudios, incluidos los nuestros, del grado de estrés oxidativo (Huertas, J.R. et al, 1999;

Ochoa, J.J. et al, 2003, Quiles, J.L. et al, 2004a, Quiles J. L. et al, 2005).

Dentro de esa vision del problema de lo que ocurre en el periodo final respecto
al inicial, estan los valores intermedios a los 12 y 18 meses en donde se ve una caida en
este ultimo periodo respecto al anterior. Esta situacion, es similar a la observada con el
otro indicador de dafio oxidativo estudiado, siendo dificil de interpretar desde una
perspectiva fisiologica. Se podria relacionar con el mayor contenido y/o actividad
observado en este periodo de tiempo de algunos antioxidantes como el coenzima Q10 y
la catalasa, aunque esto requiere de una mayor investigacion y por lo tanto no es posible
concluir que estos antioxidantes muestren un mayor efecto en este periodo de tiempo.
Por lo que tan solo se puede mostrar que es lo que ocurre con este parametro en nuestras

condiciones experimentales.

Cuando se consideran comparativamente los valores obtenidos a partir de
animales de los distintos grupos dentro de cada periodo considerado, se pueden concluir
ciertos aspectos sobresalientes. El primero es que los maximos valores de
diclorofluoresceina oxidada lo presentan los animales que tomaron como grasa
alimentaria aceite de girasol, y por tanto indica que en estos grupos es donde mas
especies reactivas se producen. Este hecho estd de acuerdo con unas membranas

mitocondriales mas sensibles al dafio oxidativo, como se ha comentado anteriormente.

Un segundo hecho destacable es que los valores correspondientes a los dos
grupos de aceite de oliva son iguales cuando se comparan para un mismo periodo de
tiempo, aunque en lo que respecta a la evolucion con la edad, si se observa que el grupo
suplementado alimentado con aceite de girasol sin suplementar muestra un mayor valor
en la produccion de especies reactivas a los 24 meses con respecto a los 6 meses, efecto
no observado en el grupo suplementado. Este efecto, junto al efecto mas claro
observado en el grupo alimentado con aceite de girasol, muestra una proteccion del
coenzima Q sobre la produccion de especies reactivas del oxigeno y concuerda con lo
observado anteriormente por nuestro grupo y otros grupos de investigacion acerca de la
proteccion oxidativa del coenzima Q durante el envejecimiento (Quiles, J.L. et al,

2004b, Ochoa, J.J., et al, 2005, Lee, C. K., 2004, Linnae, A. W., 2002).
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5.- RESPECTO DEL CONTENIDO DE a-TOCOFEROL EN MEMBRANAS
MITOCONDRIALES DE CEREBRO

Tal como se expreso en la Figura 28, existe un primer hecho que llama la
atencion y es el gran aumento de alfa-tocoferol que existe en los dos grupos de animales
en que el aceite de la dieta se suplemento con coenzima Q a los 6 y 12 meses de edad,
especialmente en este tltimo caso. Nuestro grupo, asi como otros grupos de
investigacion han mostrado que la suplementacion con coenzima Q, a corto plazo y altas
dosis y/o a largo plazo y bajas dosis, incrementa en la membrana los niveles de alfa-
tocoferol (Ochoa J. J. et al, 2005; Kwong L. K., et al, 2002; Lass, A. et al, 1999). Sin
embargo, el porqué este incremento se observa de manera clara tan solo en los dos
primeros periodos de vida del animal es dificil de interpretar con tan solo nuestros datos
y por lo tanto tan solo se puede sugerir como una posible explicacion, la necesidad de la
membrana de buscar una relacion adecuada de este antioxidante con los niveles de
coenzima Q junto al aparente menor dafo oxidativo en las membranas mitocondriales a
los 6 y 12 meses de vida, que permitiria mantener unos mayores niveles de este
antioxidante debido a su menor gasto. Aunque también se puede considerar el hecho de
que el efecto del coenzima Q sobre los niveles de a-tocoferol en mitocondrias de
cerebro sea tan solo significativo en los primeros meses de vida y que posteriormente no
ejerza este efecto de manera tan fuerte, como ha sido observado en mitocondrias de
corazdn de ratas envejecidas y suplementadas a lo largo de su vida con este antioxidante
(Ochoa, J.J. et al, 2005). En definitiva, es necesaria una investigacion mas profunda de

este aspecto.

Teniendo incluso en cuenta el hecho comentado, se observa de una manera
global que a lo largo de la vida aumentan los niveles de a-tocoferol en las membranas
mitocondriales de cerebro, manteniendo similares contenidos a los 12 y 18 meses de
edad, que se pueden considerar como un periodo de madurez o mantenimiento
fisioldgico. Una posible explicacion a este hecho es un intento de la mitocondria de
mantener una eficaz defensa antioxidante en el ultimo periodo de la vida donde el dafo

oxidativo es mayor y por tanto mas nocivo.
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En los grupos no suplementados con coenzima Q se observa en general un
mayor contenido en a-tocoferol a los 24 meses de vida. Este mayor concentracion de
alfa-tocoferol al final de la vida del animal ha sido observado en estudios previos en
otros 6rganos de rata envejecida (Ochoa et al, 2003; Ochoa et al, 2005, Van Der Loo et
al, 2002), habiéndose postulado, en este sentido, la posibilidad de que exista un sistema
de defensa antioxidante compensatorio para contrarrestar el estrés oxidativo asociado al
envejecimiento y por lo tanto algunos antioxidantes podrian acumularse en los sitios en

los cuales ellos son mas necesitados, siendo uno de los principales el a-tocoferol.

6.- RESPECTO AL CONTENIDO EN COENZIMA Q EN MEMBRANAS
MITOCONDRIALES DE CEREBRO

6.1.- Adaptacion a la suplementacion con coenzima Q1o

Los objetivos de este estudio son por un lado comprobar si una manipulacion
alimentaria a través de la grasa puede modular el proceso de envejecimiento de la
mitocondria en cerebro de rata y por otro lado, si la suplementacion con coenzima Qg
puede ayudar a esta posible modulacion llevada a cabo por la grasa alimentaria. La
suplementacion con coenzima Qo se ha realizado por dos razones, en primer lugar por
ser componente de la cadena de transporte electrénico mitocondrial y en segundo lugar
por su importante papel antioxidante (Mellors, A. y Tappel, A.L., 1966, Battino, M. et
al, 1990; Litarru, G.P., 1995) .

Por lo tanto, es importante comprobar en primer lugar si los grupos de animales

suplementados han adaptado o modificado su contenido mitocondrial en coenzima Q.

Los estudios que han llevado a cabo suplementaciones con coenzima Q en
roedores son numerosos (Zhang, Y, et al, 1995; Lonnrot, K, et al, 1998; Lass, A, et al.,
1999; Kwong, L.K., et al., 2002, Ochoa, J.J. et al, 2005) y los resultados obtenidos
varian ampliamente en funcidon de parametros tan diversos como el tipo de material
bioldgico analizado, 6rgano utilizado, edad de los animales al comienzo y final de la
suplementacion, duracion de la suplementacion, cantidad de coenzima Q¢ utilizado e

incluso metodologia empleada para la determinacién de coenzima Q.
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De estos estudios se obtienen diversas conclusiones, entre las cuales se
encuentra que en plasma y tejidos con alta capacidad de generacién como el higado, se
manifiesta de forma mas pronunciada el proceso de adaptacion que en otros 6rganos
como cerebro o corazon, los cuales son mas resistentes a incrementar sus

concentraciones de coenzima Q a través de fuentes exogenas (kwong, L. K., 2002).

En lineas generales, los resultados obtenidos en nuestras condiciones
experimentales muestran, como se puede observar en la Figura 29, que se produce una
adaptacion del contenido mitocondrial del coenzima Q¢ a la dieta, sobre todo a los 18 y
24 meses de edad. Este hecho permite afirmar que nuestra suplementacion a lo largo de
la vida basada en una baja concentracion de coenzima Qo (0.7 mg/kg/dia) da lugar a un

buen patron de adaptacion en mitocondrias de cerebro de rata.

Este efecto, junto a la adaptacion del perfil lipidico de la membrana a la grasa
alimentaria, tiene una importancia elevada, ya que abre las puertas a una posible terapia

antienvejecimiento a través de la dieta.

En el siguiente apartado veremos con mas detalle el efecto del envejecimiento y

la grasa alimentaria sobre el contenido mitocondrial en coenzima Q.

6.2.-Contenido en coenzima Qy, coenzima Q9 y coenzima Qy+Qo

Respecto al coenzima Qo, los valores mostrados en la Figura 29,
globalizandolos en un intento de buscar un comportamiento uniforme, indican que todos
los grupos, a los 12, 18 y 24 meses de vida, aumentan los contenidos en coenzima Qo
respecto a los valores de inicio correspondientes a los 6 meses de edad. Sin embargo, al
final del periodo experimental (24 meses), los niveles del citado antioxidante
descienden, manteniéndose los valores dentro de un rango similar al observado en la
época intermedia de madurez, 12 y 18 meses. Esta evolucion es similar a la
anteriormente discutida de a-tocoferol, con la excepcion de lo ocurrido en el ultimo
periodo que en este caso aumentaba, mientras que en el supuesto de coenzima Q

disminuye.
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Es dificil de explicar de una misma manera esta distinta actuacion antioxidante,
pues si en el caso del a-tocoferol parece 16gico suponer que hay un intento celular de
atenuar el dano oxidativo incrementando sus niveles de membrana, en el coenzima Qg
parece que hay un menor contenido quizéas debido a una mayor utilizacion de este
antioxidante ante un peor esfatus oxidativo, o sea, una mayor agresion oxidativa. No se
puede olvidar que su principal mecanismo antioxidante es el mantenimiento o

regeneracion de los niveles de a-tocoferol (Mukai K, et al, 1993).

Ademas, nunca se puede dejar de tener en cuenta que el coenzima Qg es un
componente de la cadena de trasporte de electrones, y puede que en la ultima fase de la
vida su necesidad como tal es menor y eso condiciona sus niveles en la membrana. En
cualquier caso el conjunto de coenzima Q¢ mas el a-tocoferol, antioxidantes
fisiol6gicamente relacionados, mantiene un nivel a los 24 meses equiparable a edades

mas tempranas.

Cuando se comparan los valores encontrados en los animales alimentados con
distintos aceites no se observan diferencias entre ellos cuando se considera una

resultante global.

Lo que si ocurre en practicamente todos los casos, es que cuando los aceites se
suplementan con el coenzima, los contenidos en el mismo son siempre superiores que
cuando no hubo suplementacion. Estudios previos han mostrado que la suplementacion
con coenzima Qo en roedores conlleva un incremento en los niveles de a-tocoferol,
como anteriormente se ha mencionado, asi como un incremento en los niveles de su
homologo, el coenzima Qy, como se observa en nuestro estudio (Kwong, L.K., 2002,

Ochoa, J.J., et al, 2005).

El comportamiento del coenzima Qj, es bastante similar al mostrado por el
coenzima QQo, en el sentido que aumenta a lo largo de la vida, disminuyendo en el ultimo
periodo experimental estudiado. Incluso en este caso, a los 18 meses, se observa un
aumento, a diferencia de lo que ocurria en el caso del coenzima Q, en cuyo analisis

habia una gran similitud de valores. Este incremento a los 18 meses de edad podria estar
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relacionado con los menores valores de hidroperoxidos y diclorofluoresceina diacetato

encontrados y comentados anteriormente.

La posible explicacion de este descenso en los niveles de coenzima Qg se
encuentra, al igual que se ha comentado para su homdélogo, en una mayor utilizaciéon de
este antioxidante para regenerar el a-tocoferol, el cual muestra mayores niveles a los 24

meses de edad.

En lo que respecta al efecto de la grasa alimentaria sobre los niveles de
coenzima Qo, tan solo se observan diferencias significativas a los 24 meses de edad, lo

cual sorprendentemente coincide con menores niveles de a-tocoferol en este grupo.

La consideracidon conjunta de ambos coenzimas ofrece una vision muy similar de
lo que se ha descrito y discutido para los coenzimas separadamente (Figura 29). Por un
lado, existe un mayor contenido de coenzima Q en los animales suplementados, en este
caso en todos los periodos de tiempo objeto de estudio y por otro lado se observa que
todos los grupos, a los 12, 18 y 24 meses de vida, aumentan su contenido respecto a los
valores de inicio correspondientes a los 6 meses de edad, con un ligero descenso a los
24 meses. Es dificil comparar los resultados obtenidos con los mostrados en otros
estudios ya que existe controversia acerca del comportamiento de esta molécula durante
el envejecimiento. Asi, Beyer, R.E. et al (1985), describen incrementos en la
concentracion de coenzima Q en higado y musculo esquelético, mientras que otros
organos como cerebro no presentan cambios; por otra parte Albano, C.B., et al (2002)

hablan de un descenso de coenzima Q durante envejecimiento en cerebro.

Una vision global de los dos antioxidantes estudiados o-tocoferol y coenzima Q,
que actuan conjuntamente y a nivel de membrana, permite deducir que a medida que
avanza la edad y especialmente en la madurez los contenidos de antioxidantes en la
membrana son elevados y Optimos, lo que hace pensar que existe una buena defensa
ante el inevitable status oxidativo. Por otra parte, el aumento de a-tocoferol y la
pequena disminucion de coenzima Q, que ocurre al final del periodo estudiado, dan una

suma total equivalente a la que habia en edades mas tempranas.
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A pesar de la situacion lograda el hecho anteriormente descrito al considerar el
nivel de hidroperéxidos nos puede indicar que puede ser insuficiente la defensa
conseguida, o si es suficiente estan fallando o disminuyendo otros mecanismos de

defensa.

7.- RESPECTO DE LA ACTIVIDAD DE LOS ENZIMAS ANTIOXIDANTES
CITOSOLICOS

Como es conocido, los enzimas antioxidantes constituyen un importante sistema
de defensa que permite limpiar el organismo de las perjudiciales especies reactivas del
oxigeno. Por lo tanto, cualquier factor que implique una alteracion de la actividad de
estos enzimas puede dar lugar a la acumulacion de especies reactivas del oxigeno y por
lo tanto incrementar el dafio oxidativo a macromoléculas. Uno de estos factores puede

ser el proceso de envejecimiento (7ian, L., et al, 1998).

Son multiples los estudios que han estudiado la modulacion en cerebro de la
actividad de los enzimas antioxidantes citosolicos en relacion al envejecimiento. Sin
embargo, la principal conclusion que se obtiene de estos estudios es la existencia de una
gran controversia, ya que en conjunto no se ha observado una buena correlacion entre
envejecimiento y enzimas antioxidantes. Asi, algunos autores muestran una disminucion
en la actividad catalasa y un incremento en la actividad SOD en cerebro asociada al
envejecimiento (Nistico, G. et al, 1992), otros muestran que el envejecimiento no
modifica de manera significativa la actividad de estos enzimas, al menos de la SOD y la
glutation peroxidasa (Cand, F. y Verdetti, J., 1989, Sohal, R.S., et al, 1990, Tian, L. et
al., 1998) e incluso se ha observado una disminucion en la actividad SOD en diferentes
regiones del cerebro (Mizuno, Y. y Ohta, K., 1986) y disminucion de la actividad
catalasa tan solo en cerebelo (Hussain, S, et al., 1995). La explicacion de estas
diferencias se encuentra en multiples variables como son el tipo de ensayo utilizado, el
material bioldgico utilizado (citosol, mitocondria, diferentes regiones encefalicas, etc.),
edad de los animales, tipo de animal e incluso, como nuestro grupo ha mostrado

anteriormente en otros 6rganos, el tipo de fuente grasa alimentaria utilizada (Ochoa,

J.J., etal 2003).
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Hecha esta consideracion, conviene discutir que es lo que sucede con estos

enzimas antioxidantes citosélicos en nuestras condiciones experimentales.

La evolucion de la actividad de la superoxido dismutasa a lo largo de todo el
periodo experimental muestra un perfil muy similar al de los antioxidantes
anteriormente citados, en el sentido de un aumento de la misma a partir de los 12 meses

respecto al periodo inicial de 6 meses (Figura 30).

Por otra parte cuando se comparan los valores correspondientes a los tres
ultimos periodos, se observa de una manera global que la enzima que presenta una
actividad mayor en los animales con aceite de oliva respecto a los de girasol, a los 12
meses, disminuye en los otros dos periodos manteniendo el mismo nivel en ambos,
mientras que la actividad enzimatica en los animales alimentados con girasol que como

se ha dicho es menor a los 12 meses, aumenta en los siguientes periodos.

La conclusion a que nos lleva estos resultados experimentales es que si el estatus
oxidativo es mayor a medida que avanza la edad, o al menos la produccién de anién
superoxido, un aumento de la actividad superdxido dismutasa tendria la justificacion de
que la célula intenta luchar contra aquel riesgo. Dado que esa situacioén oxidativa parece
mayor en los animales alimentados con aceite de girasol, es logico concluir que esa es la

razdn una mayor actividad enzimatica cuando la grasa alimentaria es aceite de girasol.

La comparacion entre aceites suplementados o no con el coenzima Q no ofrece
diferencias entre los grupos, lo cual estd en gran manera de acuerdo con los datos
indicativos de dafio oxidativo, al menos medido por los niveles de hidroperéxidos en la

membrana mitocondrial.

Respecto a la actividad de la enzima catalasa, en la Figura 31 se comprueba un
hecho sistematicamente repetido, consistente en un incremento de la actividad
antioxidante de los animales de experimentacion a medida que avanza la edad, aunque
en el caso de la catalasa eso ocurre después de los 12 meses, ya que estos valores son

similares a los encontrados a los seis meses.
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Por otra parte aunque el estudio estadistico muestra valores con un alto rango de
variacion entre los periodos de 12 y 24 meses, lo que dificulta establecer diferencias
entre grupos en distintos periodos y entre grupos considerando el mismo periodo, parece
existir una tendencia a la disminucion de la actividad catalasica en el Gltimo periodo de
la vida considerado. De una manera concreta, se observa claramente en el grupo
alimentado con aceite de oliva suplementado y asi también en el de girasol

suplementado.

Considerando globalmente la conclusién expuesta comparativamente a lo que
ocurre con la actividad superdxido dismutasica, la “defensa cataldsica” pierde capacidad
con la edad, lo cual coincide con lo observado en la mayoria de los estudios (Nistico, G.
et al, 1992; Tian, L. et al., 1998). Dicho de otra manera la produccion de peroxido de
hidrogeno (H,0,) producido por la SOD, pudiera no ser degradado todo lo eficazmente
que interese por la catalasa citosolica, este efecto podria ser mas claro en el grupo de
animales alimentados con aceite de girasol, ya que este grupo presenta una mayor
actividad superoxido dismutasa a los 24 meses unido a una menor actividad catalasa.
Esta menor actividad catalasa en el grupo girasol con respecto al grupo oliva virgen ha
sido observado en estudios previos, aunque en otros Organos provenientes de ratas

envejecidas (Ochoa, J.J., et al, 2003).

En lo que respecta a la comparacion entre grupos de un mismo periodo y para
aceites suplementados, parece que la suplementacion no repercute en la actividad de la

catalasa.

Finalmente, la evolucion de la actividad de la glutation peroxidasa muestra en
algun aspecto que puede que sea el fundamental, un cierto paralelismo con lo que ocurre
con la actividad catalasica (Figura 32). En este sentido hay un aumento de la actividad
glutation peroxidasa a partir de los seis meses (hecho que sucedia los 18 meses con la
catalasa), que finalmente desciende de manera acusada al final del periodo experimental
(24 meses), en donde los valores se igualan a los encontrados en periodo inicial. Incluso
en los grupos estudiados a los 12 y 18 meses, se observa una tendencia a la disminucion
en este ultimo, aunque las acusadas variaciones de los valores encontrados impiden la

existencia de una estadistica significativa.
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El paralelismo descrito parece obligado dado que la glutation peroxidasa es una
enzima que actia conjuntamente con la catalasa, no pareciendo que tuviera sentido
encontrar valores dispares en dos enzimas que tiene un tipo de accion tan condicionada

de una con la otra.

De la comparacion entre grupos dentro de un mismo periodo de vida, merece
destacarse lo que ocurre a los 12 meses y sobre todo al final del periodo experimental,
en el que la menor actividad est4d dentro de los grupos suplementados con coenzima Q.
Aun siendo arriesgado poder llegar a una conclusion precisa, parece como si la
actividad glutation peroxidasica estuviera al final de la “vida experimental”, y ante una
mejor defensa antioxidativa del coenzima Q, se requerird menor “esfuerzo enzimatico

antioxidante”.

8.- RESPECTO A LOS NIVELES DE COLESTEROL Y FOSFOLIPIDOS EN
MEMBRANAS MITOCONDRIALES DE CEREBRO

Las membranas bioldgicas deben tener un determinado grado de fluidez, o
mejor, una fluidez dentro de unos rangos, que permita la mejor funcionalidad de las
mismas. La citada fluidez varia apreciablemente segtin el tipo de acidos grasos de los
fosfolipidos de membrana, que a su vez se influencia por el tipo de acidos grasos
alimentarios. Cuando los niveles de 4acidos grasos de membrana son muy insaturados la
fluidez es excesiva y, en este caso, el organismo consigue reducir la misma
incorporando mas moléculas de colesterol en la propia membrana, ya que esta se sitia
en los espacios libres dejados por la curvatura caracteristica de los acidos grasos
poliinsaturados, junto al colesterol, otros factores que también afectan a esta fluidez son
el contenido en a-tocoferol y coenzima Q (Senault, C. et al, 1990, Hiramatsu, M. et al,

1993).

La relacion colesterol en cerebro y envejecimiento ha sido estudiada por varios
grupos, aunque, al igual que sucede con otros parametros, las conclusiones muestran
controversia. Asi, Cutler, R.G. et al (2004) muestra un incremento de los niveles de
colesterol en cerebro asociado al envejecimiento, mientras que Pallotini, V. et al, 2003,
destacan la ausencia de incrementos en los niveles de colesterol asociado al

envejecimiento. Realmente, hay que indicar que los niveles de colesterol en los tejidos
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se van a ver afectados por multiples factores, entre los que se encuentran la proporcion y
el tipo de acidos grasos dietarios, asi como el periodo de manipulacion alimentaria (Du,
C., et al, 2003). Incluso, el estrés oxidativo y por lo tanto la suplementacion con
antioxidantes parece modificar el metabolismo del colesterol (Amer, M.A, 2002;

Valenzuela, A., et al, 2003, Cutler, R.G., et al, 2004).

Ademas, se ha postulado que las ratas envejecidas son capaces de regular su
concentracion de colesterol en los tejidos mediante modificaciones del colesterol

enviado a la sangre (Pallottini, V. et al., 2003).

Los factores moduladores de los niveles de colesterol citados anteriormente
concurren en nuestras condiciones experimentales, lo cual hace dificil la discusion
fisiologica de los valores de colesterol en las membranas mitocondriales de cerebro que
se muestran en la Figura 33. En cualquier caso para poder hacerlo es necesario acudir a
otro tipo de parametros, alguno de los cuales se van a tratar con posterioridad a este

apartado.

En lo que respecta a las fuentes grasas se observa que los grupos alimentados
con aceite de oliva virgen no parecen modificar sus niveles de colesterol salvo en el
periodo de los 18 meses de edad, en el cual incrementan su contenido con respecto al
resto de periodos. Como se ha comprobado anteriormente, este periodo de tiempo es de
dificil explicacion, tanto por la disminucion de hidroperoxidos y diclorofluoresceina
diacetato, tanto como por el incremento en coenzima Q;o, que se ha descrito
anteriormente. Es posible, que en este periodo, por alguna razon fisioldgica sea
necesaria un mecanismo especial de mantenimiento de fluidez de membrana ya que
como se observa en los resultados en este periodo todos los grupos muestran el mismo
contenido en colesterol, sin que exista ninguna diferencia significativa entre ellos,
mientras que en el resto de periodos si existen. Los grupos alimentados con aceite de
girasol, por el contrario, muestran una tendencia a disminuir su contenido en colesterol,
aunque hay que considerar el hecho de que parten de unos niveles de colesterol mucho

mas altos..

Con respecto a los mayores niveles de colesterol en el grupo de girasol con

respecto al grupo oliva, especialmente a los 6 y 24 meses de vida, coinciden con datos
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previos obtenidos por nuestro grupo de investigacién, aunque en plasma de ratas
alimentadas a lo largo de toda su vida con estas dos fuentes grasas alimentarias (Quiles,
J.L., et al., 2004a). Una posible explicacion puede encontrarse en los mayores niveles
de acidos grasos de la serie n-3 encontrados en el grupo de animales alimentados con
aceite de oliva, ya que se ha observado que estos acidos grasos disminuyen los niveles
de colesterol en las membranas neuronales (Yehuda, S. et al, 2002). Aunque también se
podria considerar el estrés oxidativo, ya que se ha mostrado que el estrés oxidativo

incrementa los niveles de colesterol en cerebro (Yehuda, S. et al, 2002).

La suplementacion con coenzima Q parece tener unicamente efecto en el grupo
alimentado con aceite de girasol, lo cual puede ser debido a los mayores niveles de
colesterol existentes en este grupo. El mecanismo de accion de este efecto, es dificil de
explicar con tan solo los datos de los que disponemos en este momento, aunque no se
puede olvidar que ambas moléculas comparten la misma ruta biosintética (Huertas, J.R.,
1991). Ademas, también se deberia contemplar el efecto que el estrés oxidativo tiene

sobre el colesterol ya comentado anteriormente

El comportamiento de los fosfolipidos de membrana es similar al encontrado
para el colesterol, sobre todo en lo que respecta a los 6 meses de edad, lo cual podria

indicar el intento de la membrana para mantener una fluidez mas o menos constante.

9.- RESPECTO A LA FLUIDEZ DE MEMBRANA (POLARIZACION DE
FLUORESCENCIA)

Como se ha visto comentado anteriormente las membranas bioldgicas deben
tener un determinado grado de fluidez, o mejor, una fluidez dentro de unos rangos, que
permita la mejor funcionalidad de las mismas, ya que alteraciones en aquella implican
cambios en la movilidad de proteinas, en los intercambios i6nicos, en los mecanismos

de transporte, etc. (Choe, M. et al, 1995, Feller, S.E. te al, 2002).

Asi mismo, tal como ya se apunt6 la fluidez va a venir determinada por
multiples factores incluidos el tipo de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana,
que a su vez se influencia por el tipo de acidos grasos alimentarios, los niveles de

colesterol, a-tocoferol y coenzima Q y de una manera especial, el grado de
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lipoperoxidacion existente, el cual incrementa la rigidez de las mismas (Senault, C. et
al, 1990; Hiramatsu, M. et al, 1993; Choe, M., et al, 1995, Ochoa, J.J., et al, 2003). De
hecho, se ha postulado, gracias a numerosos estudios, que las alteraciones debidas a la
lipoperoxidacion juegan un papel predominante en la rigidez existente en las
membranas senescentes. Asi, se ha observado que el envejecimiento implica un
aumento en la rigidez de las membranas celulares, debido en gran parte a un aumento en

la agresion oxidativa (Choe, M, et al., 1995, Yehuda, S., et al, 2002).

En nuestro estudio hemos utilizado dos sondas, la DPH y la TMA-DPH, siendo

esta ultima la mas utilizada en los estudios de fluidez de membrana.

La sonda DPH no muestra diferencias entre los grupos con respecto a la edad,
aunque si un ligero incremento de P, es decir, una tendencia a la disminucioén en la
fluidez de membrana, aunque no de manera significativa. Las unicas diferencias se
observan a los 6 meses entre el grupo girasol y el resto de grupos objeto de estudio, lo
cual coincide con el mayor contenido en hidroper6éxidos mostrado por este grupo y

comentado anteriormente.

Sin embargo, la sonda TMA-DPH, que como hemos comentado anteriormente
es la mas utilizada, si muestra un incremento en P en los grupos oliva y girasol, ambos
sin suplementar, lo cual es indicativo de una disminucién en la fluidez de membrana
asociada a la edad. Esta disminuciéon es mas marcada en el grupo de animales
alimentados con aceite de girasol, lo cual vuelve a coincidir con el mayor contenido en

hidroperoxidos asociado a la edad existente en este grupo.

La suplementacion con coenzima Q, elimina en ambos tipos de grasa la
disminucién de fluidez o rigidez de membrana asociada a la edad. Esta disminucion en
los valores de P para esta sonda en los grupos suplementados vuelve a coincidir con los
menores valores en hidroperoxidos encontrados en ambos grupos a los 24 meses de
edad, con respecto a los encontrados en sus grupos de grasa correspondientes sin
suplementar. Sin embargo, hay que indicar que en ambos grupos estos valores de
hidroperoxidos a los 24 meses de edad son mayores que los encontrados a los 6 meses,
por lo que debe de existir otro mecanismo complementario al través del cual la

suplementacion con coenzima Q mantiene la fluidez de membrana, aunque con los
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datos de los que disponemos hasta el momento no nos es posible establecer este

mecanismo y por lo tanto requiere de una investigacion mas profunda.

Estos resultados muestran la importancia que el dafo oxidativo presenta en la

fluidez de membrana.

10.- RESPECTO AL PERFIL DE ACIDOS GRASOS EN MITOCONDRIAS DE
CEREBRO

Un aspecto caracteristico que parece aceptarse en envejecimiento es que el perfil
lipidico en tejidos se hace mas saturado, lo cual se asocia con una disminucién en el
grado de poliinsaturacion (Ulmann et al, 1991; Imre et al, 2000; Yehuda, S., et al.,
2002). Por ejemplo, el efecto del envejecimiento sobre el contenido total de lipidos en
varias areas del cerebro de rata ha sido estudiado por Lopez, G.H. et al (1995), hallando
un incremento de acidos grasos monoinsaturados con la edad y una disminuciéon en

acidos grasos poliinsaturados.

Sin embargo, nuestro grupo ha mostrado previamente que los cambios asociados
con el envejecimiento en el perfil lipidico de la membrana mitocondrial son
dependientes tanto del tejido como de la fuente grasa alimentaria. Consecuentemente,
no debe considerarse un incremento o disminucion neta del grado de insaturacion
asociado al envejecimiento (Ochoa, J.J., et al., 2003). Esto esta de acuerdo con lo
postulado por diversos autores que sugieren que no es facil predecir si con el
envejecimiento aumenta o disminuye el grado de insaturacion en las membranas. Asi,
dependiendo de la dieta empleada cada tejido va a cambiar su perfil lipidico de distinta
manera para establecer las mejores condiciones de trabajo para las membranas (Luzt,
M., et al, 1999; Feller, S.E., et al, 2002). Ademas, hay que considerar que la mayoria de
los estudios son realizados en membranas neuronales y/o homogenados cerebrales y no

en membranas mitocondriales, como es el caso de nuestro estudio.

Lo hechos anteriormente comentados hacen dificil comparar nuestros datos con
datos existentes, ya que en la mayoria de los estudios o bien no se ha considerado la
fuente grasa alimentaria o se ha utilizado una fuente grasa alimentaria diferente o bien

se han realizado en homogenados o fracciones cerebrales.
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Por lo tanto, en los apartados correspondientes a acidos grasos nos hemos
limitado a describir e intentar explicar el porqué de los diferentes comportamientos, asi
como indicar los beneficios o perjuicios de estos comportamientos en base a la grasa

alimentaria y a la suplementacioén con coenzima Q.

Antes de comenzar con la discusion de los 4cidos grasos parece conveniente
indicar algunos aspectos de interés. En la discusion de los resultados previamente
considerados, se ha visto de manera bastante palpable, que seglin el aceite alimentario
ensayado el dafio oxidativo es distinto a nivel mitocondrial cerebral, como también es
diferente el comportamiento de algunos mecanismos antioxidantes. En este sentido,
cuando la grasa alimentaria fue aceite de oliva virgen, tanto la agresion de tipo
oxidativo como los sistemas de defensa antioxidante estudiados, presentaron un mejor
comportamiento. Este hecho globalmente considerado adquiere una especial relevancia,
si se tiene en cuenta que esto sucede a nivel de la célula nerviosa y mas concretamente
en la fraccion mitocondrial de la misma. Es decir, el tejido nervioso es un tejido
postmitdtico y por tanto un adecuado mantenimiento del mismo constituye el mejor
sistema para que se atentie en lo posible una adecuada funcionalidad. Por otra parte, la
mitocondria como es sobradamente conocido, es el organulo celular clave en la
produccion de energia de tipo aerdbico y el tejido nervioso es asimismo un tejido
especialmente aerdbico, por lo que un menor dafio oxidativo mitocondrial adquiere una

especial relevancia.

Los distintos trabajos llevados a cabo por nuestro equipo de investigacion
sustentan que el diferente dafio oxidativo que sucede en los diversos tejidos del
organismo en funcion de los aceites de la dieta, se debe a la influencia que estos ejercen
en la composicion de los acidos grasos de los fosfolipidos de membrana (Huertas, J.R.
etal, 1991b; Quiles, J.L., et al, 1999b; Ochoa-Herrera, J.J., et al, 2201, Ochoa. J.J., et
al, 2003, Quiles, J.L., et al, 2005).

En funcion de lo acabado de comentar, la manera mas concluyente de comprobar
la hipotesis planteada es estudiar la composicion en 4cidos grasos de las membranas

mitocondriales de las neuronas encefalicas, comprobando si los 4cidos grasos de la
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grasa alimentaria pueden influenciar la citada composicion, en qué grado y como lo

hacen a lo largo de la vida del animal experimental.

Este hecho comentado es especialmente importante estudiarlo a nivel cerebral,
dado que se sabe que el tejido nervioso es posiblemente el mas resistente a
modificaciones en la composicion quimica lipidica de las membranas correspondientes

(Suarez, A.F., 1992).

10.1.- Adaptacion de las membranas mitocondriales de cerebro al perfil lipidico de

la dieta.

Ya que uno de los objetivos de nuestro estudio es observar el efecto de dos
fuentes grasas con diferente grado de insaturacion, aceite de oliva virgen y aceite de
girasol, parece de gran importancia evaluar si los animales han adaptado sus membranas

mitocondriales cerebrales al perfil lipidico de la dieta.

Como lo que se pretende es observar si las diferencias existentes en las fuentes
grasas alimentarias se han transmitido a las membranas analizadas, la relacion

oleico/linoleico de las membranas analizadas debe ser ideal para este proposito.

Esta relacion ha sido mostrada en la Figura 43. Esta figura muestra un indice
oleico/linoleico mucho menor en los grupos alimentados con aceite de girasol, lo cual es
indicativo de su mayor porcentaje en acido linoleico. Este dato muestra la adaptacion de
estas membranas a la grasa alimentaria utilizada, tal y como ha sido documentado en
estudios previos (Huertas, J.R. et al., 1991b; Quiles, J.L., et al, 1999b; Ochoa-Herrera,
JJ., etal 2201; Ochoa. J.J., et al, 2003; Quiles, J.L., et al, 2005). Ademas esta relacion
se mantiene en todos los periodos de tiempo estudiados, lo cual indica que la
intervencion nutricional basada en el tipo de grasa se refleja en la composicion
mitocondrial y ademads esta adaptacion se mantiene a lo largo de la vida del animal, con
lo que el posible beneficio o perjuicio del uso de un tipo especifico de grasa en la

alimentacion se mantiene durante toda la vida.
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10.2.- Respecto al perfil de acidos grasos saturados en mitocondrias de cerebro

La consideracion de los acidos grasos saturados totales que se observa en la
Figura 38 b, ofrece la vision global de que con la edad independientemente del aceite
dietético empleado, hay un aumento significativo de los citados acidos grasos.
Asimismo se puede concluir que el tipo de aceite no fue muy determinante del
contenido de 4cidos grasos saturados totales, aunque en la segunda mitad del periodo
experimental, los animales alimentados con aceite de girasol mostraron un mayor

contenido en estos acidos grasos.

Por otra parte la adicion de coenzima Q a los correspondientes aceites mostrd
algunas variaciones, tanto en sentido de aumento como de disminucién. Tanto la
heterogeneidad de la respuesta como la magnitud de la misma hacen realmente dificil

una explicacion plausible a los citados resultados.

El hecho comentado de valores significativamente distintos que se pueden
encontrar a lo largo de toda la vida del animal, que salvo raras excepciones no
responden a un razonamiento minimamente fisiologico hay que saber interpretarlos.
Esto que se puede comprobar a lo largo de toda la memoria presentada obliga a
contemplar siempre los resultados con una perspectiva fisiolégica y con un tratamiento
global. La consideracion excesivamente casuistica de todos los valores haria imposible

encontrar una explicacion coherente y general.

En cuanto a los acidos grasos saturados considerados individualmente, se
muestran en la Figura 38 a. En ella se puede apreciar nitidamente que mientras el dcido
palmitico tiende a mantener sus niveles mas o menos constantes a lo largo de los 24
meses que durd el periodo experimental, el &dcido miristico estd aumentado en su
contenido en la membrana mitocondrial y, por el contrario, hay una disminucion del

acido estearico.

De los tres acidos grasos considerados, el que presenta un comportamiento mas
erratico es el miristico, independientemente del citado aumento de niveles con la edad.

El tipo de aceite cuando no estd suplementado con coenzima Q determina un mayor
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contenido en el caso del aceite de girasol en los ultimos periodos estudiados, ocurriendo

lo contrario en la primera mitad del periodo experimental.

La adicion del coenzima Q no ofrece una respuesta uniforme, aunque se puede
hablar de que esta asociado a un incremento del 4cido miristico, excepto a las 24 meses

y solo en el caso del aceite de girasol.

En cuanto al 4acido palmitico, a pesar de la existencia de diferencias
significativas entre edades y entre grupos, se observa una tendencia a un aumento ligero
de todos los grupos a excepcion del de los animales que ingirieron aceite de oliva virgen
como grasa alimentaria. Las diferencias encontradas no parece puedan alterar la vision

general expuesta y, en cualquier caso, son imposibles de explicar.

Por ultimo, el &cido estearico presenta unos valores con pequefias variaciones a
lo largo del periodo experimental y asimismo entre grupos. El hecho mas evidente es
que a los 24 meses de edad hay una clara disminucion de este acido en todos los grupos
estudiados respecto a los periodos previos. Ademdés los valores encontrados son

similares para todos los grupos.

La consideracién conjunta de los tres acidos grasos determinados, con los
aumentos, reducciones y mantenimiento de los valores expuestos, dan como resultante
que con la edad se produce un ligero incremento de la fraccion de acidos grasos

saturados, hecho que ya parece sucede de modo claro a los 12 meses de edad.

10.3.- Respecto al perfil de acidos grasos monoinsaturados en mitocondrias de

cerebro

Los niveles de 4cidos grasos monoinsaturados totales presentes en las
mitocondrias de cerebro se muestras en las Figura 39 b. Es evidente que hubo una clara
disminucién con la edad de los citados acidos, resultados que practicamente todos los

grupos presentaban de una manera mas o menos acusada.

Las diferencias entre acidos sin suplementar dentro de un mismo periodo se

puede considerar inexistente, excepto en el primer periodo experimental en donde los
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niveles de 4acidos grasos monoinsaturados totales fueron superiores en el caso del grupo

de animales alimentados con aceite de girasol.

Por otra parte, la suplementaciéon con coenzima Q condujo a respuestas
contradictorias en los diferentes periodos estudiados, destacando como mas evidente el
aumento que determiné a los 24 meses de edad de los animales, cuando estos ingirieron

como grasa alimentaria aceite de girasol suplementado.

En cuanto a los acidos grasos monoinsaturados analizados se muestran en la
Figura 39 b. Del 4cido palmitoleico lo mas resaltable es que sus contenidos en las
membranas mitocondriales neuronales son muy bajos respecto a los otros dos acidos
grasos oleico y nervonico. Este hecho junto a la falta de conocimientos respecto a su
papel fisiologico, plantean la duda de la significacion fisiologica de los valores
encontrados. En cualquier caso los resultados obtenidos para este acido graso, muestran
que no parece haber diferencias claras a lo largo de la vida del animal, siendo tan solo
muy evidente el gran aumento que se encuentra a los 18 meses de edad en los animales
alimentados con aceite de oliva virgen como grasa dietética y, asimismo, lo que ocurre a
los 24 meses cuando el aceite estudiado era girasol suplementado con coenzima Q.
Ambos hechos son dificiles de explicar y discutir dentro del contexto de evidencias que

existe a lo largo de la vida.

El acido oleico es el que muestra los niveles mas elevados en la membrana
mitocondrial, no solo de entre los &cidos grasos monoinsaturados sino también del

conjunto total de 4cidos grasos en los fosfolipidos de la misma.

Los resultados evidencian claramente que el acido oleico sufre con la edad un
descenso de cerca del 50 %, hecho especialmente digno de tener en cuenta cuando se
desee interpretar los fendmenos mas destacables en el proceso de envejecimiento. Este
hecho sucede en todos los grupos estudiados siendo especialmente notorio a partir de

los 18 meses de edad de los animales.

Cuando se comparan los distintos grupos entre si, se observa asimismo un hecho
llamativo, cual es la no practica diferencia entre los animales que tomaban aceite de

girasol (excepto en el periodo inicial). Estos resultados sorprenden en cierto grado, dado
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que hubiera sido de esperar un aumento de este acido en las mitocondrias cerebrales en
aquellos en donde la grasa alimentaria fue aceite de oliva. En cierto modo se confirma
que el sistema nervioso tiende a mantener una composicioén aceptablemente constante a

pesar de modificaciones en el perfil de dcidos grasos de la dieta.

La suplementacion con coenzima Q ofrece como ocurre casi siempre resultados
distintos segin el periodo estudiado, aunque casi nunca conduce a grandes
modificaciones en la composicion de membrana. En cualquier caso podria destacarse el
aumento de acido oleico que se observa al final del periodo experimental en los

animales alimentados con aceite de girasol suplementado con coenzima Q.

El tercer 4cido graso analizado fue el nervonico, el cual se mantiene en la
membrana mitocondrial neuronal a un importante nivel, aunque sin llegar al
correspondiente al cido oleico. Considerando su evolucion a lo largo del largo periodo
de vida estudiado se observa que no hay cambios al final del mismo comparativamente
al periodo inicial, habiendo variaciones en ambos sentidos en los periodos intermedios,

con tendencia a la disminucioén a los 12 meses y aumento a los 18 meses.

Otro aspecto destacable es que los niveles correspondientes a los grupos de
girasol son en general mas elevados que los correspondientes a los de aceite de oliva, a
los 18 meses de edad y solo en los animales alimentados con aceite de girasol sin

suplementar.

Por ultimo la suplementacion, o no produjo efectos, o lo hizo de manera inversa,
pudiendo tan solo hacer notar que como en el caso de los otros dos dcidos mencionados
solo al final del periodo experimental, hubo un aumento cuando el aceite de girasol
estaba suplementado con coenzima Q. Estos tres aumentos que se encuentran en los tres
acidos grasos considerados, justifican el porqué solo en este grupo hay un incremento al

considerar conjuntamente los tres dcidos grasos en el citado periodo de 24 meses.

10.4.- Respecto al total de acidos grasos poliinsaturados en mitocondrias de

cerebro
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Los acidos grasos poliinsaturados totales representan conjuntamente el otro gran
componente de los acidos grasos de la membrana mitocondrial neuronal, inferiores no
obstante a los monoinsaturados que constituyen la fraccion principal, y situados dentro
del mismo orden que el 4cido oleico, considerando en este caso solo el periodo inicial

de la vida del animal.

Los valores correspondientes a los acidos grasos poliinsaturados totales se
muestran en la Figura 40, donde se muestra que al final del periodo experimental existe
un mayor contenido en 4cidos grasos en la membrana mitocondrial neuronal respecto al
periodo inicial de la vida del animal, no evidenciandose este aumento en los periodos

medios de 12 y 18 meses de edad.

Estos datos son en parte contradictorios a los observados por otros estudios y
comentados al principio de este apartado. Es decir disminucion del contenido en acidos
grasos poliinsaturados (Ulmann et al, 1991, Imre et al, 2000, Yehuda, S., et al., 2002),
aunque si hemos mostrado un incremento en el contenido en 4cidos grasos saturados a
costa del nivel de acidos grasos monoinsaturados. El porque de estas diferencias con

respecto a otros estudios, se han comentado anteriormente.

Al comparar los resultados obtenidos cuando los aceites alimentarios fueron
oliva virgen y girasol se observa un mayor nivel en el primer caso y en todos los
periodos considerados. Este hecho también ocurre cuando se consideran los valores
correspondientes a los grupos en donde el aceite dietético se suplementd con coenzima

Q, excepto en el Ultimo periodo ensayado.

En cuanto a lo que sucede por el hecho de suplementar con coenzima Q, los

resultados muestran que apenas hay diferencias debido a esta manipulacion.

Lo mas destacable de los valores obtenidos para los acidos grasos
poliinsaturados, es que su aumento se corresponde en especial con la reduccion de los
acidos grasos monoinsaturados expuesto previamente. Es posible interpretar ambos
hechos como un intento por parte de la célula de mantener un mismo grado de fluidez y

permeabilidad a lo largo de la vida.
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Por otra parte, el aumento en el total de los acidos grasos citados junto a una
disminucién del acido oleico determinan una membrana mitocondrial de mayor grado

de insaturacién y con un mayor riesgo oxidativo.

10.4.1.- Respecto al perfil de acidos grasos poliinsaturados n-6 en mitocondrias de

cerebro

El total de acidos grasos poliinsaturados n-6 se muestra en la Figura 41 b, de la
cual se puede deducir que apenas hay cambios a lo largo del periodo experimental

estudiado, intentando la célula mantener la constancia en los valores de aquellos.

Cuando comparativamente se estudian los datos correspondientes a distintos
aceites, los animales que ingirieron aceite de girasol muestran valores superiores a los
correspondientes al aceite de oliva tanto si estaban suplementados como si no lo

estaban.

Por otra parte, la suplementacion con coenzima Q no ejercidé apenas influencia
sobre el contenido en acidos grasos poliinsaturados n-6, aunque se encontraron algunas

diferencias a lo largo del periodo experimental.

Los wvalores correspondientes a los 4cidos grasos n-6 considerados
individualmente se muestran en la Figura 41 pudiendo hacerse diversas
consideraciones. Asi, el acido linoleaidico que es un 4cido graso frans se encuentra en
niveles bastante bajos a lo largo de todo el periodo experimental estudiado, aunque
muestra un claro ascenso al final del mismo, aumento que ya se hace patente a los 18
meses, para los dos grupos de animales que tomaron aceite de girasol como grasa
alimentaria.. Del mismo modo que se discutio para el caso del acido palmitoleico, los
bajos niveles existentes en la membrana mitocondrial junto a la falta de conocimientos
acerca de su papel positivo o negativo, no permiten hacer ningun tipo de

consideraciones.

Respecto al acido eicosatrienoico cuyos valores se representan en la grafica de
barras de la Figura 41 tampoco se encuentra en niveles elevados. Este hecho puede no

tener importancia desde el punto de vista de la estructura de membrana y muchas de las
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funciones ligadas a la misma, pero si la tiene si se piensa que de ¢l deriva la serie 1 de
eicosanoides. Los valores correspondientes a este acido son dificiles de encajar en un
marco homogéneo aunque se pueden establecer algunos hechos. Los valores al final del
periodo experimental tienden a ser los mismo que durante el periodo inicial de 6 meses
excepto para los animales alimentados con aceite de oliva sin suplementar en donde
fueron claramente mas elevados. En los periodos intermedios hubo descenso de los

mismos grupos mencionados y aumento en el caso de aceite de oliva sin suplementar.

Cuando se compararon los aceites entre si no hubo diferencias entre ellos
estuvieran o no suplementados. En cuanto al efecto de la suplementacion, el

comportamiento no fue homogéneo, aunque con la edad no hubo diferencia alguna.

La significacion fisiologica de los resultados obtenidos con el acido

eicosatrienoico es imposible de establecer.

El contenido en 4cido linoleico en las membranas mitocondriales neuronales
representado en la grafica de barras de la Figura 41, merece ciertas consideraciones
sobresalientes. Como es conocido el acido linoleico es el precursor de la serie o familia
n-6 y, sin embargo apenas esta en cantidad importante en la membrana, lo cual sugiere

algunas conclusiones que se pondran de manifiesto posteriormente.

Lo primero que sobresale en los valores encontrados para el citado 4cido es que
en este caso hay una evidente y gran diferencia entre lo que ocurre entre el aceite de
oliva y el de girasol, suplementados o no con coenzima Q. Cuando los animales se
alimentaron con aceite de girasol las cantidades de acido linoleico en la membrana
fueron muy superiores (bastante mas del 100 %) a los encontrados con aceite de oliva.
Esta influencia claramente evidenciada aqui no se encontrd con los valores de acido
oleico en los animales alimentados con aceite de oliva, tal como se expuso y discutio

anteriormente.

En segundo lugar, observando la evolucion de los valores a lo largo de la vida
del animal, se observa un aumento evidente al final de la misma en los animales en que
el aceite de oliva fue la grasa de la dieta. En el caso del aceite de girasol no ocurri6 asi,

de modo que aunque se observaron incrementos al llegar a los 18 meses, al final del
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periodo experimental, los niveles de acido linoleico eran comparables a los del periodo

inicial.

En cuanto a la suplementacion con coenzima Q se puede dar como conclusion

general, que no afecta los contenidos en membrana de acido linoleico.

De los hechos descritos es importante considerar si los niveles mas elevados de
acido linoleico pueden afectar la estructura y funcionalidad adscritas a la membrana.
Posiblemente unos contenidos tan pequenos no influencien aspectos tan ligados a la
estructura como fluidez y permeabilidad, pero es posible que si lo haga con aquellos
relacionados con la interaccidon entre las series n-6 y n-3, aspecto que se volvera de
nuevo a considerar al discutir los resultados referentes a los dcidos grasos pertenecientes

a esta ultima serie.

Por ultimo respecto al acido araquiddnico, debe hacerse notar en primer lugar
que es el acido graso de la serie n-6 que presenta un mayor contenido en la membrana
mitocondrial. La importancia del mismo radica en que no solo interviene en la
estructura de la membrana mitocondrial como lo prueba el elevado contenido en la
misma, sino también en el fisiologismo de la misma en el aspecto concreto de la sintesis
de eicosanoides correspondientes a la serie 2. La vision global de este acido indica que
solo se observan cambios apreciables en el sentido de disminucion al final del periodo
experimental y cuando los animales ingerian aceite de oliva suplementado o no con

coenzima Q.

La suplementacion con coenzima Q puede considerarse que no afecta el

contenido de acido araquidonico en la membrana mitocondrial cerebral.

10.4.2.- Respecto al perfil de acidos grasos poliinsaturados n-3 en mitocondrias de

cerebro

En la parte inferior de la Figura 42 se representan los contenidos en acidos
grasos poliinsaturados de las membranas mitocondriales de cerebro y en la superior
estan los correspondientes al citado acido graso n-3 docosahexaenoico que se encuentra

en mayor proporcion en las citadas membranas. Como se puede comprobar la mayoria
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de los acidos grasos totales n-3 esta representado por este ultimo, siendo por ello por lo

que se pueden hacer consideraciones comunes para ambos conjuntos de valores.

La primera consideracion es la gran diferencia de valores encontrados en los
animales que se alimentaron con aceite de oliva respecto a los que lo hicieron con aceite
de girasol, siendo aquellos notoriamente mas elevados que estos ultimos. Este hecho
cualitativamente considerado coincide exactamente como una imagen respecto a su
objeto con el perfil correspondiente al acido linoleico y no tanto al conjunto de &cidos
grasos n-6. Los aumentos de acidos grasos n-3 segun diversos supuestos investigados
por nosotros siempre se producen cuando en la dieta la grasa de la misma esta
representada por aceite de oliva (Quiles, J.L., 1995; Ochoa, J.J., 1998; Ibdfiez, S., 2003,

Martinez, E., 2004), lo cual evidentemente puede tener una gran repercusion funcional.

La evolucion de los niveles de acidos grasos n-3 muestra un aumento en los
grupos de aceite de oliva a lo largo del periodo experimental, que se evidencia desde el
principio del mismo cuando el aceite fue suplementado con coenzima Q, y solo en el

ultimo periodo cuando no hubo suplementacion alguna.

En el caso de los grupos de aceite de girasol al final del periodo experimental se

observa un incremento respecto a periodos previos, especialmente el inicial.

Los resultados comparados cuando los aceites estaban o no suplementados,
indican que no hubo efecto cuando la grasa dietética era girasol y apenas hubo (valor a

los 12 meses) cuando era aceite de oliva.

10.5.- Respecto a la relacion acidos grasos monoinsaturados / acidos grasos

poliinsaturados (AGM / AGP)

Los mayores, aunque no excesivamente, niveles de acidos grasos de acidos
grasos monoinsaturados (oleico mas nervonico en especial) respecto a los
poliinsaturados, hace que la relacion entre ellos se mantenga aproximadamente entre 1

y 1.8.
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Lo mas notorio de la citada relacion es que disminuye con la edad, lo que es
debido no tanto al aumento que sucede con los AGP sino con la gran disminucion que

se produce en el caso de citado 4cido oleico, ya que apenas varia el dcido nervénico.

El segundo hecho que vale la pena discutir es que la relacion AGM / AGP, que
es algo mayor en el caso de los animales de los dos grupos cuya grasa alimentaria fue
aceite de girasol, desaparece con la edad, de tal modo que los 18 meses, no se aprecian

diferencias entre ellos.

Un tercer aspecto respecto a la relacion considerada es que salvo los dos grupos
de aceite de oliva a los 12 meses, no hubo diferencia alguna por efecto de la

suplementacion.

10.6.- Respecto a la relacion acido araquidonico / dcido docosahexaenoico ( AA /

DHA )

Estos dos acidos grasos constituyen los presentes en membrana con un mayor

contenido, pertenecientes a las series n-6 y n-3 respectivamente.

Lo mas sobresalientes que el aceite de oliva determina en los dos grupos de
animales donde era consumido un menor valor de la citada relacion AA / DHA. Este
aspecto se puede considerar altamente positivo en el momento actual donde existe un
desequilibrio de la serie n-6 / n.3 en detrimento de esta ultima. Segin nuestros
resultados la ingesta de aceite de oliva ayuda a normalizar esa situacion, lo que conduce
a mejorar todas aquellas funciones celulares afectadas por los niveles de acidos grasos

n-6 y n-3.

El segundo aspecto es que a medida que avanza la edad, la citada relacion
disminuye, siendo patente en los grupos de aceite de oliva una vez superado el periodo
inicial y al final del periodo experimental. Cuando la grasa alimentaria era aceite de

girasol.

Por ultimo, y una vez mas, la suplementacion con coenzima Q no modificé en la

gran mayoria de las situaciones, la relacién considerada AA / DHA.
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10.7.- Respecto al indice de insaturacion e indice de peroxidacion.

Estos indices tedricamente son indicativos de la mayor o menor susceptibilidad a

sufrir dafio oxidativo en las membranas.

Paraddjicamente y al contrario de lo observado previamente por nosotros
mismos, los grupos que ingieren aceite de oliva muestran durante todo el estudio unos

valores algo mas elevados que los correspondientes a aceite de girasol.

Con respecto a este hecho, hemos de considerar que los estudios previos han
sido realizados en plasma y en otros drganos, que aparentemente son mas susceptibles a
la adaptacion al perfil lipidico de la fuente grasa alimentaria. Por el contrario, el cerebro

ha mostrado ser mas resistente a este tipo de adaptacion.

Ademés, es importante considerar que este mayor indice en el caso del aceite de
oliva, es debido al incremento en el porcentaje de 4cidos grasos de la serie n-3, los
cuales, en diversos estudios, han mostrado ser menos peroxidables bioldgicamente que
los acidos grasos de la serie n-6 (de Ruiz, G.J., et al, 2002, Kikugawa, K. et al, 2003;
Napolitano, M., et al, 2004, Filian, M., et al, 2005). Por ello, este mayor indice en los
grupos que ingieren aceite de oliva no tiene porque contradecir el menor dafio oxidativo

mostrado por estas ratas.

Finalmente, tal como ya se indicd previamente, la mayor presencia de acidos
grasos de la serie n-3 en las membranas de los grupos alimentados con aceite de oliva,

hay que interpretarlo como una ventaja fisiologica netamente positiva.
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CONCLUSIONES

CONCLUSION PRIMERA

Durante el proceso de envejecimiento se observa en la membrana mitocondrial
de cerebro un incremento del dafo oxidativo medido por los niveles de hidroperoxidos
y de diclorofluoresceina oxidada. El citado dafio intenta ser contrarrestado por el

aumento conjunto de a-tocoferol y coenzima Q.

CONCLUSION SEGUNDA

Durante el proceso de envejecimiento la defensa antioxidativa enzimadtica,
representada por la superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, presenta una
menor actividad global, en concreto en las dos ultimas, existiendo ademas una sincronia
funcional entre catalasa y glutation peroxidasa, pero una disincronia con la superdxido
dismutasa, lo que puede comprometer seriamente, dada ambas condiciones, la eficacia

de esta defensa antioxidativa.

CONCLUSION TERCERA

La influencia del tipo de aceite estudiado, muestra que el aceite de oliva virgen
disminuye el dafio oxidativo asociado al proceso de envejecimiento en las membranas

mitocondriales de cerebro.

CONCLUSION CUARTA

La suplementacion de los aceites de oliva virgen y girasol con coenzima Qo,
amplifica el efecto observado en el primero y ayudan a reducir el dafio oxidativo en el

caso del segundo.

CONCLUSION QUINTA
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La influencia del tipo de aceite sobre las actividades enzimaticas antioxidantes
estudiadas muestra que el aceite de girasol incrementa la disincronia antes apuntada

entre la superoxido dismutasa y catalasa.

CONCLUSION SEXTA

Durante el proceso de envejecimiento y en nuestras condiciones experimentales,
se demuestra que existe un incremento en acidos grasos saturados y poliinsaturados a
costa de una disminucioén de los monoinsaturados, no observandose ninguna influencia
de los aceites ensayados. Solamente debe hacerse notar que hay un significativo

aumento de los acidos grasos n-3 en el caso del aceite de oliva virgen.
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