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11..--  EENNVVEEJJEECCIIMMIIEENNTTOO  

 
Con más del 20% de la población mayor de 60 años, Europa Occidental y Japón 

conforman el conjunto de países más envejecidos del planeta. No obstante, en proporción, los 

países en vías de desarrollo tampoco se están rejuveneciendo, ya que la disminución de las 

tasas de natalidad y el aumento de la longevidad están cambiando la composición de sus 

sociedades, invirtiéndose la pirámide de edad. La proporción de ancianos, es decir, aquellas 

personas de más de 60 años, se duplicará antes de llegar a 2030, pero ya dentro de 10 años 

se calcula que la longevidad, que actualmente en Europa está en torno a los 75 años, pasará a 

los 85 años. En la actualidad, un 45% de los mayores de 65 años requieren de asistencia, y 

esta proporción aumenta conforme se eleva la longevidad.  

 

Estos cambios demográficos están obligando a los países a pensar en las medidas de 

protección social y financiera necesarias para enfrentar el tema del aumento de la población 

anciana. 

 

Para intentar contrarrestar el que será un exagerado gasto sanitario, que incidirá 

negativamente en el llamado Estado del Bienestar, es necesario poner en marcha medidas 

como la investigación que, conociendo los fenómenos que inducen el envejecimiento, puedan 

dar lugar a la puesta en marcha de medidas preventivas que mejoren la calidad de vida de 

esas personas mayores, lo que redundará en una menor necesidad de asistencia sanitaria y, 

por tanto, de gasto sanitario. 

 

Este proceso de envejecimiento se puede definir como un proceso multifactorial que 

incluye pérdida celular progresiva, déficit endocrinos y metabólicos, disminución de las 

defensas y pérdida funcional que incrementa el riesgo de muerte. Estos cambios serían 

responsables tanto del envejecimiento fisiológico como de enfermedades degenerativas 

asociadas con la edad como el cáncer, enfermedades cardiovasculares, autoinmunes, etc. 

 

El proceso degenerativo universal, denominado envejecimiento, ha sido y es uno de los 

objetivos más importantes en la investigación científica, no sólo por tratar de conocer sus 

causas, sino también por intentar proponer medios no tanto para retrasar su evolución como 

para prevenir el déficit y las patologías asociadas al mismo. En la actualidad, sin embargo, 

únicamente se dispone de teorías, más o menos basadas en datos empíricos. Dichas teorías 

establecen que el envejecimiento es el resultado de una acumulación progresiva de defectos 
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celulares como consecuencia de la pérdida de los sistemas defensivos necesarios [Kowald y 

cols., 1996]. 

 

Se han propuesto muchas teorías y clasificaciones para explicar el proceso de 

envejecimiento [Warner y cols., 1987; Medvedev, 1990], que podemos clasificar en dos grupos: 

 

 Teorías estocásticas, que engloban una serie de variables aleatorias, por lo 

que este fenómeno será producto del azar y será estudiado mediante cálculos probabilísticos. 

Así encontramos: 

 

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

diferenciación terminal y la de la inestabilidad del genoma, que confieren al entorno celular el 

papel de ser el responsable de todos los daños provocados al azar en el DNA. 

 

- Teoría de la mutación somática propuesta por Szilard en 1959. Predice que el 

envejecimiento es el resultado de la acumulación de mutaciones en el nDNA de las células 

somáticas. 

 

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

envejecimiento resulta de los efectos perjudiciales fortuitos causados a tejidos por reacciones 

de radicales libres. 

 

- Teoría error-catástrofe propuesta por Orgel en 1963 y modificada por él mismo 

en 1970. Esta hipótesis postula que, con la edad, surgen errores en los mecanismos de 

síntesis de proteínas, que causan la producción de proteínas anormales. Si alguna de estas 

proteínas llega a formar parte de la maquinaria que sintetiza proteínas, causarían incluso más 

errores en próxima generación de proteínas y así sucesivamente, hasta llegar a una pérdida 

“catastrófica” de la homeostasis celular que conduce a la muerte celular. 

 

- Teoría de las uniones cruzadas de estructuras celulares. Postula que la 

formación de enlaces moleculares entre proteínas o cadenas de ácidos nucleicos, aumenta con 

la edad. 

 

- Teoría de la acumulación de productos de desecho. Sheldrake en 1974 

propuso que “el envejecimiento celular se puede explicar en términos de la acumulación de la 

ruptura de productos citoplasmáticos, algunos de los cuales pueden ser perjudiciales para la 
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célula”. Para evitar la mortalidad inevitable, las células tendrían que seguir creciendo y 

dividiéndose, diluyendo la ruptura acumulada de productos. 

 

- Teoría inmunológica. Esta teoría postula que el genoma nuclear, actuando 

como un “reloj molecular” o “reloj celular”, es el responsable de programar los cambios que se 

irán presentando en el desarrollo de un organismo a lo largo de su vida. 

 

 Teorías deterministas, que sugieren que una serie de procesos del 

envejecimiento están programados innatamente dentro del genoma de cada organismo. Así 

encontramos: 

 

- Teoría de la capacidad replicativa finita de las células. Inicialmente se pensó 

que las células humanas capaces de proliferar en el organismo, se replicarían indefinidamente 

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

duplicarse éstas, desciende progresivamente con la edad del donante. El telómero podría ser el 

reloj que determina la pérdida de la capacidad proliferativa de las células. 

 

- Teorías evolutivas. Se clasifican en 3 teorías, donde la 1ª postula que la 

senescencia es una adaptación necesaria, programada como desarrollo. La 2ª propone que las 

mutaciones perjudiciales que se activan tarde son las responsables del envejecimiento. Por 

último, la 3ª sugiera que la senescencia es el resultado de un desajuste entre la supervivencia 

tardía y la fecundidad temprana. 

 

Pero quizás la hipótesis del envejecimiento más importante en el momento actual, es la 

del estrés oxidativo, en la que se afirma que las sustancias reactivas derivadas del oxígeno 

(O2), producidas por el metabolismo aerobio celular, originarían daño oxidativo progresivo en 

toda la célula, induciendo su degeneración y muerte [Rajindar y cols., 1996; Shigenaga y cols., 

1994]. 

 

Relacionada con esta, otra teoría es la que implica a la principal fuente energética 

celular, la mitocondria. Fruto de la intensa investigación realizada en la última década, se ha 

puesto de manifiesto la existencia de numerosas alteraciones estructurales, funcionales y 

genéticas de esta organela asociadas con el envejecimiento [Shigenaga y cols., 1994; Schapira 

y cols., 1992; Muller y cols., 1992], por lo que se postula que la lesión mitocondrial crónica 

provocaría la degeneración celular con el tiempo.  
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1.1.- Teoría de los Radicales Libres: Harman, 1956 
 

Harman en 1956 propuso que durante la respiración aeróbica se generan y acumulan 

radicales libres y se produce un estrés oxidativo que daña estructuras celulares, lo cual 

conduce a la muerte celular. Estos radicales libres ocasionan la destrucción de las 

macromoléculas de la célula (ácidos nucleicos, lípidos, carbohidratos y proteínas), induciendo 

una disminución en la resistencia al ambiente y un incremento en la fragilidad celular. 

 

Los radicales libres son resultado de los procesos fisiológicos propios del organismo, 

como el metabolismo de los alimentos, la respiración y el ejercicio, o bien son generados por 

factores ambientales como la contaminación industrial, el tabaco, la radiación, los 

medicamentos, los aditivos químicos en alimentos procesados y los pesticidas. Se trata de 

especies químicas neutras o cargadas cuyo orbital más externo contiene uno o más electrones 

desapareados. Debido a ésto, la molécula es extremadamente reactiva ya que tiende a captar 

(radicales oxidantes, como el HO•) o donar (radicales reductores, como el COO•) un electrón de 

o hacia las moléculas adyacentes causándoles severos daños oxidativos. Los radicales libres 

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

eosinófilos y los fibroblastos para eliminar organismos extraños como bacterias y virus. El 

incremento de estos radicales conduce a un deterioro celular que se refleja de manera muy 

pronunciada durante el envejecimiento. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1. Interacción de radicales libres con biomoléculas (A) ó con antioxidantes (B) 
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Nos vamos a centrar en las especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS) 

debido a su especial formación e interés en la mitocondria. Dentro de las ROS encontramos el 

anión superóxido (O2
-•), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (HO•), que se 

forman a partir de la siguiente reacción: 

                        

 

      O2                             
                                                                           

 

 

                            

 

 

 
Figura 2. Generación ROS 

 

Así, además de las ROS descritas por Harman, encontramos las RNS, entre las que se 

encuentra el óxido nítrico (NO•) un radical libre gaseoso importante mediador en muchos 

procesos fisiológicos y patológicos. Este NO• podría funcionar como un donor de electrones 

(oxidante) ó como un aceptor de electrones (antioxidante) y se forma a partir de la siguiente 

reacción: 

 

Figura 3. Síntesis de NO• catalizada por la NOS 

e- e- e-

hν Fe2+           Fe3+ 

  

  H2O

O2
 -•         O2 

H2O 

GPx 

O2
-• H2O2 HO• 

1O2 

GSH 
 
GSSG 
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Este NO• es poco reactivo y no puede nitrar proteínas irreversiblemente, pero puede 

reaccionar con otros reactivos intermedios que pueden afectar la función de proteínas y las del 

organismo entero; como la reacción entre NO•  y O2
-•, donde se forman peroxinitritos (ONOO-) 

que son potentes oxidantes. 

 

El NO• se produce dentro de las células por la acción de un grupo de enzimas llamadas 

óxido nítrico sintasa (NOS). Se han descrito y clonado tres isoformas de la NOS: NOS neuronal 

(nNOS ó NOS-1), NOS inducible (iNOS ó NOS-2) y NOS endotelial (eNOS ó NOS-3) [Andrew y 

Mayer, 1999; Alderton y cols., 2001]. Entre las características que las distinguen, hay que 

destacar el tamaño de los monómeros y la dependencia de Ca+2 de las llamadas isoformas 

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

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

 

Así se pueden establecer reacciones en cadena por medio de varios transportadores 

que se oxidan y se reducen secuencialmente, cuando un radical libre inicial modifica una 

biomolécula después de transferir o capturar un electrón. El daño es transmitido por medio de 

los transportadores, que incluso pueden ser moléculas circulantes. 

 

Las células han desarrollado mecanismos que las protegen del efecto nocivo de los 

radicales libres con base a un complejo sistema de defensa constituido por los agentes 

antioxidantes. Cuando aumenta la producción de radicales libres, estos mecanismos se activan 

para controlar y estabilizar el ambiente redox intra- o extracelular. Los antioxidantes se definen 

como aquellas sustancias que, presentes a bajas concentraciones respecto a las de un 

sustrato oxidable (biomoléculas), retardan o previenen la oxidación. Al interactuar con el radical 

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

tóxico. Existen dos tipos de antioxidantes: los endógenos, dotados por el propio sistema 

biológico, y los exógenos, tomados en la dieta. 
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Tabla 1. Tipos  de antioxidantes 

 

 

 

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

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

del daño producido durante el envejecimiento. 
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nuevos RL, convirtiéndolos en 
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antes de que puedan reaccionar o 

evitando la formación de RL a 

partir de otras moléculas. 

Ej.: GPx, CAT, GRd, 

glutation S-transferasa, proteínas 

que se unen a metales y limitan la 

disponibilidad del Fe necesario 

para formar radical HO•. 

Capturan los RL evitando 

reacción en cadena.  

Ej.: aMT, vitamina E, C, 

beta-caroteno, ácido úrico, 

albúmina, estrógenos. 

Reparan las biomoléculas 

dañadas por los RL. 

Ej.: Enzimas reparadoras de 

ADN (endonucleasas,exonucleasas) 

Las metionina sulfóxido reductasa. 
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Figura 4. Interacción entre oxidantes, antioxidantes y mecanismos de reparación 

 

 

1.2.- Teoría mitocondrial: Miquel y cols., 1975 
 

La Teoría Mitocondrial fue propuesta inicialmente por Denham Harman en 1972, el 

“padre” de la “Teoría de los Radicales Libres del envejecimiento”, pero fue refinada y 

desarrollada por Miquel en 1980; por lo que hay una fuerte conexión entre ambas teorías. 

Miquel y cols. mantuvieron que ese daño producido por los radicales libres de la membrana 

mitocondrial interna estaría causado al genoma mitocondrial (mtDNA) (Figura 5). Este daño 

oxidativo sobre estructuras mitocondriales podría estar implicado en los procesos de 

envejecimiento, es la denominada teoría mitocondrial del envejecimiento [Miquel y cols., 1989, 

1992, 1996].  

 

La mitocondria es la principal fuente energética celular y consume cerca del 85 % del 

O2 que utiliza la célula. Por lo tanto, también sería la principal fuente de las especies reactivas 

del oxígeno, que actuarían sobre los lípidos de membrana mitocondrial, las proteínas de sus 

sistemas enzimáticos y, fundamentalmente, sobre el DNA mitocondrial (mtDNA), muy 
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susceptible al daño oxidativo. Todo ello produciría un deterioro crónico y progresivo en la 

mitocondria y, por tanto, en la función celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. DNA mitocondrial 

 

 

1.2.1.- DNA mitocondrial y envejecimiento 

 

El mtDNA es una doble cadena de DNA circular de pequeño tamaño, estimado en torno 

a 16569 pares de bases. Contiene genes para la codificación de 13 polipéptidos implicados en 

la cadena respiratoria mitocondrial y en la fosforilación oxidativa, dos ácidos ribonucleicos 

(RNA) ribosómicos y 22 RNA de transferencia, imprescindibles para la síntesis proteica en las 

mitocondrias [Lee y cols., 1994]. Así, la integridad del genoma mitocondrial es esencial para el 

mantenimiento de la función energética de esta organela y, por lo tanto, de las células. La 

mayoría de las células somáticas contienen, aproximadamente, 5 mtDNA en cada mitocondria, 

variando esta cifra según el tejido [Schon y cols., 1994]. 

 

Se sitúa en la vecindad de la membrana interna mitocondrial, estructura donde tienen 

lugar los procesos de fosforilación oxidativa que proporcionan energía, y donde se generan los 

radicales libres derivados del oxígeno [Shigenaga y cols., 1994]. Este mtDNA es vulnerable a la 

agresión que producen estos radicales, ya que, al contrario de lo que ocurre con el DNA 
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nuclear (nDNA), carece de los mecanismos de reparación adecuados y no tiene la protección 

que suponen  las histonas [Schapira, 1994]. Numerosos estudios han demostrado la existencia 

de daño oxidativo en el mtDNA, en relación con la edad [Schapira y cols., 1994; Yakes y cols., 

1997; Ozawa, 1995; Richter, 1995], como el descubrimiento de mutaciones (roturas de la doble 

cadena, daños de bases y deleciones), incremento de 8-oxoguanina (un indicador de alteración 

oxidativa) en el mtDNA [De la Asunción y cols., 1996], e incluso, recientemente, el daño en el 

genoma mitocondrial inducido por peróxido de hidrógeno (potente agente oxidante) [Yakes y 

cols., 1997]. 

 

1.2.2.- Alteraciones y mecanismos de reparación mitocondriales 

 

El incremento en la masa mitocondrial y el contenido de mtDNA son los eventos 

moleculares tempranos de las células humanas en respuesta al estrés oxidativo. La mayor 

parte del oxígeno demandado por las células humanas es reducido a agua vía complejo IV 

mitocondrial. Esto requiere la adición de cuatro electrones por cada molécula de oxígeno. En 

esta reducción de O2 pueden ocurrir pasos intermedios con el resultado de la formación de 

anión superóxido (O2
-•), peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (HO•), correspondiendo 

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

 

El O2
-• por sí mismo posee una toxicidad limitada, pero puede dar lugar a diferentes 

compuestos como las especies reactivas de oxígeno (ROS) las cuales al reaccionar con 

moléculas esenciales, como lípidos, proteínas y DNA, pueden provocar una gran destrucción 

molecular. El O2
-• pasa a H2O2,  por la acción de la superóxido dismutasa (SOD), enzima que 

se distribuye desigualmente en la célula y en el compartimiento extracelular y constituye la 

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

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

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

el daño oxidativo, con lo que sería prooxidativa [Busciglio y Yanker, 1995].  El H2O2 es reducido 

a agua por la acción de la catalasa (CAT) o en situaciones en las que la generación de H2O2 es 

excesiva, que podrían iniciar el daño celular mediante reacciones de peroxidación lipídica y 

proteica, interviene la glutation peroxidasa (GPx). GPx en presencia de 2 moléculas de 

glutation reducido (GSH), convierte H2O2 en H2O, generando como producto de la oxidación del 

glutation una molécula de glutation oxidado (GSSG). Este GSSG es nuevamente reducido de 

forma rápida por la intervención de la glutation reductasa (GRd), una flavoproteínas citosólicas 

cuya principal acción es generar GSH mediante la reducción del GSSG. La actividad de la 

enzima NADPH es fundamental  en el mantenimiento del estado redox del glutation y es  
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generada a partir de la oxidación de la glucosa-6-fosfato (G-6-P). No todo el H2O2 que es 

producido en la célula es detoxificado, parte es convertido en HO•.  O2
-• y H2O2 en presencia de 

metales de transición generan el radical hidroxilo (HO•) que es extremadamente reactivo y es el 

responsable de iniciar la destrucción oxidativa de biomoléculas. 

 

El O2 también puede jugar un papel negativo en las membranas celulares debido a que 

afecta a la integridad de los ácidos grasos poliinsaturados. Además, variando la cantidad de O2 

puede ser incorporado dentro de los lípidos de membrana de cadena larga, con resultado 

destructivo.  

 

Como hemos visto anteriormente, no sólo las ROS dañan macromoléculas, ya que 

además existen las especies reactivas de nitrógeno (RNS). El O2
-• combinado con NO• forma 

ONOO- [Pryor y Squadrito, 1995]. NO• y su metabolito ONOO- son RNS producidos en la 

mitocondria.  Este producto, como el HO•, es suficientemente reactivo y daña lípidos, proteínas 

y DNA.  

 

 Como se ha mencionado anteriormente, el DNA mitocondrial, no está protegido por 

histonas y yace en las proximidades donde se producen los radicales libres en la cadena de 

transporte electrónica (ETC). Un gran número de modificaciones en las bases de DNA son 

causadas por el estrés oxidativo como la mutación en la 8-hidroxideoxiguanosina (8-oxo-dG). 

Para protegerse del daño oxidativo la mitocondria tiene dos mecanismos principales como son 

la eliminación de ROS/RNS y la reparación del daño a moléculas.  

 

 

En condiciones fisiológicas deberá existir un equilibrio entre los mecanismos de 

generación y depuración de O2-• y otras ROS [Acuña-Castroviejo y cols., 2002). 
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Figura 6. Daño a la mitocondria por las ROS 

 

 

1.2.3.- Alteraciones de la cadena respiratoria mitocondrial con la edad 

 

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

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

denominadas complejos mitocondriales y situadas en la membrana interna mitocondrial, 

funcionan como cadenas transportadoras de electrones que catalizan así la fosforilación de 

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

fundamentalmente los complejos I, II y IV. Estas alteraciones en las estructuras mitocondriales 

estarían relacionadas con la producción de radicales libres.  
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1.2.4.- Alteraciones estructurales mitocondriales asociadas con la edad 

 

Se han descrito numerosos cambios en la estructura mitocondrial asociados a la edad 

como vacuolización, agrandamiento, inclusiones intramitocondriales paracristalinas [Schapira, 

1994; Feldman y cols., 1981; Frenzel y cols., 1984], acumulación de glucógeno, agregaciones 

intracitoplasmáticas mitocondriales, pérdida de la matriz, inclusiones lipídicas [Coleman y cols., 

1988] o bien tubulares y filamentosas [Miquel y cols., 1996; Vanneste y cols., 1981], así como 

cambios en la distribución intracelular de las mitocondrias asociados con el envejecimiento. En 

un reciente estudio sobre la estructura mitocondrial en músculos de humanos se demostró un 

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

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

 

A nivel molecular, en la membrana mitocondrial se produce una disminución de los 

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

cadena, una clase de ácidos grasos de membrana que exhiben una mayor sensibilidad a la 

acción de los procesos oxidativos [Shigenaga y cols., 1994; Castelluccio y cols., 1994]. 

Además, se ha descrito un aumento de los niveles de colesterol, disminución del contenido de 

fosfolípidos [Paradies y cols., 1990], del potencial de membrana, y aumento de la generación 

de peróxido en membrana [Sastre y cols., 1996].  El hecho más significativo es la disminución 

de los niveles de cardiolipina en la membrana interna mitocondrial. La cardiolipina es un 

difosfatidil glicerol que desempeña un papel muy importante en la estructura y función 

mitocondrial, sirve como anclaje de numerosas proteínas a la membrana interna mitocondrial 

(citocromo oxidasa, ADP/ATP translocador, translocador de fosfatos, ATP-sintetasa 

mitocondrial, proteínas transportadoras y enzimas implicadas en el procesamiento de la 

carnitina), y está implicada en la permeabilidad y control de gradientes a través de dicha 

membrana. Se ha visto una disminución del contenido de cardiolipina en numerosos tejidos 

como cardíaco, hepático y cerebral asociado a la edad, lo que podría suponer una gran 

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

Ames y cols., 1995]. Además, contiene gran cantidad de ácidos grasos insaturados en 

comparación con otros fosfolípidos de la membrana interna mitocondrial, lo que aumenta su 

sensibilidad a la oxidación. Este estrés oxidativo acumulado a lo largo del tiempo inducirá la 

oxidación de estos ácidos grasos insaturados y, por tanto, la disminución de la cantidad de 

cardiolipina mitocondrial, con la consiguiente repercusión en los enzimas de la membrana 

interna y disminución de la permeabilidad, contribuyendo así a la degeneración. 
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1.3.- Teoría inflamatoria: Chung y cols., 2001 
 

La inflamación se define como una reacción compleja de defensa ante el estrés, 

fisiológico o no. Se trata de una respuesta inespecífica y, por tanto, inmediata y no elaborada, 

frente a las agresiones del medio, y está generada por los agentes inflamatorios. Las citoquinas 

son los mensajeros fisiológicos de la respuesta inflamatoria. Se trata de pequeñas moléculas 

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

información (señales) de una célula a otra. Se unen a receptores específicos de sus células 

blanco, provocando en estas células modificaciones que llevan a la síntesis y liberación de 

mediadores secundarios. Su efecto se ejerce fundamentalmente sobre las células que rodean a 

la célula emisora (efecto paracrino). La respuesta inflamatoria surge con el fin defensivo de 

aislar y destruir al agente dañino, así como reparar el tejido u órgano dañado. 

 

Como se muestra en la figura 7, la respuesta inflamatoria sigue las siguientes fases: 

 

1) activación intracelular 

 

2) infiltración de macrófagos proinflamatorios y linfocitos 

 

3) incremento de la permeabilidad vascular  

 

4) daño en los tejidos y muerte celular 
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Figura 7. Cambios bioquímicos y moleculares en la respuesta inflamatoria 

 

 

El envejecimiento está asociado con un incremento de los niveles de citoquinas 

circulantes. Algunas de éstas promueven la inflamación y son llamadas citoquinas pro-
inflamatorias, mientras que otras suprimen la actividad de éstas y se conocen como 

citoquinas anti-inflamatorias. En la siguiente tabla se muestran las citoquinas que vamos a 

estudiar, así como su fuente y actividad. 
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Tabla 2.  Citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias 

 

CITOQUINAS FUENTES ACTIVIDAD 
 

Interleuquina 1 
(IL-1β) 

 
Muchos tipos celulares, entre ellos 

monocitos, macrófagos, células 
dendríticas, células T y B, células 

NK y células ajenas al sistema 
inmunitario como epitelio 

vascular, fibroblastos y algunas 
células del músculo liso 

 
Presenta una gran variedad de 
actividades biológicas en muchos 
tipos celulares diferentes como células 
T, células B y monocitos. Los 
receptores para IL-1 también se 
encuentras en otros leucocitos que 
incluyen eosinófilos y células 
dendríticas, así como en células no 
inmunitarias, como fibroblastos, 
células endoteliales vasculares y 
algunas células del sistema nervioso. 
Los efectos in vivo de IL-1 abarcan 
inducción de fiebre, la respuesta de 
fase aguda y estimulación de la 
producción de neutrófilos. 

   
   

Interleuquina  2 
(IL-2) 

Células T Estimula el crecimiento y la 
diferenciación de células T, células B 
y células NK. Ejerce otros muchos 
efectos sobre el sistema inmune, 
teniendo un papel esencial en el 
desarrollo de las respuestas 
inflamatorias crónicas, tanto 
humorales como celulares. 
 

   
Interleuquina  4 

(IL-4) 
Mastocitos, células T, células 
estromales de la médula ósea 

Es una citoquima muy pleiotrópica, ya 
que ejerce numerosos efectos en 
diferentes tipos celulares. Promueve la 
diferenciación de linfocitos T vírgenes 
hacia células de tipo Th2, inhibiendo 
la generación de células Th1. Posee 
efectos inmunosupresores, ya que 
inhibe la producción de determinados 
mediadores inflamatorios de los 
macrófagos e induce el crecimiento y 
desarrollo de células B y T, y de 
células del linaje monocítico. 
También afecta las células fuera del 
sistema inmunitario, como células 
endoteliales y fibroblastos. 
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CITOQUINAS FUENTES ACTIVIDAD 
   

Interleuquina  5 
(IL-5) 

Mastocitos, células T, eosinófilos Induce formación y diferenciación de 
eosinófilos. 
 
 

Interleuquina  10 
(IL-10) 

Subgrupos activados de células 
CD4

+ y CD8
+ 

Es la citocina inmunosupresora por 
excelencia, inhibiendo la síntesis de 
muchas otras citoquinas (INF-γ, TNF-
α, IL-2, IL-12,…). Tamibén tiene 
efectos antiproliferativos sobre muchos 
tipos celulares. Además ejerce 
múltiples actividades 
inmunomoduladoras. Estimula e 
intensifica la proliferación de células 
B, timocitos y mastocitos. 
 
 

Interferón gamma (IFN-γ) Células T CD4
+ y CD8

+, células NK Afecta la activación, el crecimiento y 
la diferenciación de células T, células 
B y macrófagos, así como células NK. 
Regula en ascenso la expresión de 
MHC en células presentadoras de 
antígeno. Es la citocina de firma de la 
diferenciación de TH1. Actividad 
antiviral y antiproliferativa débil. 
 
 

Factor de necrosis tumoral 
alfa 

(TNF-α) 

Monocitos, macrófagos, otros tipos 
celulares, inclusive células T y 

fibroblastos 

Mediador potente de funciones 
inflamatorias e inmunitarias. Conocido 
por regular el crecimiento y la 
diferenciación de una gran variedad de 
tipos celulares. Citotóxico para muchos 
tipos de células transformadas. 
 

   
Factor estimulante de 

colonias de granulocitos 
(GM-CSF) 

Células T, macrófagos, fibroblastos 
y células endoteliales 

Factor de crecimiento para las células 
progenitoras hematopoyéticas y factor 
de diferenciación para linajes de 
células granulocíticas y monocíticas. 
 

 

 

La acción de muchos tipos de células que regulan la respuesta inflamatoria depende de 

las especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS). El papel dual de las ROS y 

RNS (deletéreo y beneficioso), es dependiente de su nivel constante  del medio celular donde 

estas especies son producidas [Chung, 1998]. Las ROS cumplen muchas funciones esenciales 

como segundos mensajeros bajo  la regulación de condiciones fisiológicas como la regulación 

de la presión sanguínea y función plaquetaria. Los tejidos reclutan y usan neutrófilos, 

monocitos, macrófagos y eosinófilos que producen O2-• y H2O2 como una parte de las 
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estrategias de defensa [Babior y Woodman, 1990]. Aunque, también las ROS asumen un papel 

deletéreo cuando no son reguladas como ocurre en la inflamación crónica, golpes y el shock 

séptico [Anggard, 1994; Grisham, 1994; Halliwell and Gutteridge, 1999; Moncada, 1993].  

 

Por otra parte, el NO• juega un papel importante en la señalización celular, 

vasodilatación y en la respuesta inmune. Muchos procesos inflamatorios están asociados con 

una gran producción de NO•, producido por la iNOS, con consecuentes efectos citotóxicos. La 

iNOS fue inicialmente identificada en macrófagos, pero puede ser expresada en algunos tipos 

esenciales de células. El NO•, una vez producido en grandes concentraciones locales, puede 

actuar como una molécula citostática y citotóxica para bacterias, helmintos, hongos y 

organismos protozoos además de células tumorales. Usando inhibidores de la iNOS  ó ratones 

knockout para la iNOS se ha demostrado que el NO• participa como un agente señalizador 

proinflamatorio en la activación de la cascada inflamatoria caracterizada por el incremento en la 

producción de citoquinas, por moléculas de adhesión que se unen a las expresadas por los 

leucocitos y determinan la llegada de estos leucocitos al foco inflamatorio y la infiltración de 

neutrófilos dentro de los tejidos durante la inflamación crónica ó aguda [Cuzzocrea y cols., 

2000; Hierholzer y cols., 1998; McInnes y cols., 1998]. 

 

Los ROS son también producidos en abundancia durante el proceso inflamatorio.  La 

generación simultánea de NO• y O2
-• favorece la producción de ONOO- que, como ya hemos 

visto, son muy tóxicos [Beckman y cols., 1996]. 

 

1.3.1.- Factores activadores de la inflamación 

 
Las citoquinas pro-inflamatorias que inician la respuesta inflamatoria son la IL-1, la IL-6 

y el factor de necrosis tumoral (TNF-α). Estas moléculas suelen actuar conjuntamente con otras 

citoquinas como la IL-8, IL-10, IL-12, IL-18 y el interferón gamma (INF-γ), etc. Otros mediadores 

son producidos en el proceso inflamatorio, los cuales tienen acciones sinérgicas con las 

citoquinas. Estos autoinducen su propia producción, o la de otras citoquinas, que regularán al 

alta o a la baja, el proceso inflamatorio.  

 

Las citoquinas son el mayor canal de comunicación entre el sistema inmune y otros 

órganos. Estas citoquinas tienen actividades potenciadoras de la inflamación, pero 

destacaremos la activación de las células endoteliales e inducción de la expresión de 

moléculas de adhesión responsables de la llegada de leucocitos al foco inflamatorio y la 

activación del macrófago. Esta célula es el núcleo funcional del proceso inflamatorio, 
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desarrollando numerosas funciones como: producción de citoquinas inflamatorias, fagocitosis, 

citotoxicidad e incluso actuando como célula presentadora del antígeno a los Th. Las bacterias, 

por otra parte, liberan diversos productos que activan el proceso inflamatorio. 

 

Por otra parte el factor de trascripción NF-kB, que es extremadamente sensible a los 

oxidantes y muchas sustancias pro-inflamatorias, regula al menos un centenar de genes 

incluidos varios proinflamatorios. NF-kB está implicado en la expresión de genes de 

compuestos oxidantes e inflamatorios como el TNFα, o la ciclooxigenasa-2 (COX-2) e iNOS 

(óxido nítrico sintasa inducible), manifiesta una gran activación en las células inmunitarias en 

situaciones de estrés oxidativo como sucede al envejecer. De este modo, se podría establecer 

un “círculo vicioso” que fomentaría aún más el estrés oxidativo. 

 

Papel de NF-κB en procesos inflamatorios 

 
Una gran parte de las moléculas implicadas en el proceso inflamatorio de la pared 

vascular están bajo el control del factor de trascripción NF-kB. Este factor de trascripción se 

encuentra expresado ubicuamente en los diferentes tejidos. NF-kB se localiza en el citoplasma 

celular formando un heterorímero compuesto, generalmente, por las subunidades p50, p65 y la 

proteína inhibitoria kB (IkB). Cuando llega un estímulo activador a la célula, la subunidad IkB es 

fosforilada por diferentes quinasas específicas produciendo su liberación del complejo y su 

degradación por el proteosoma. El complejo p50-p65 liberado, penetra en el núcleo celular 

donde se une a secuencias específicas en los promotores de los genes diana, activando su 

trascripción. 

 

 Diferentes estímulos son capaces de provocar la activación de este factor de 

trascripción entre los que se encuentran estímulos inmunológicos, citoquinas (FNT-α, IL-1, 

factores de crecimiento, LDL oxidadas, etc.). 
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Figura 8.  Activación de NF-kB 

 

 

Por lo que durante el envejecimiento se producirá un aumento de factores oxidantes 

(ya que nuestro sistema inmunitario con el paso del tiempo se ve enfrentado a numerosos 

agentes extraños que crearían un desgaste en el equilibrio oxidantes/antioxidantes) e 

inflamatorios que afectarían con el paso del tiempo a todas las células del organismo. 
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1.3.2.- Factores inhibidores de la inflamación 

 

Finalmente, las citoquinas anti-inflamatorias que incluyen la IL-4, IL-10, IL-11 e IL-13, 

receptores solubles y antagonistas de receptores y son responsables de la correcta terminación 

de la respuesta inflamatoria. Tienen un efecto inhibidor de la inflamación actuando sobre el 

macrófago. Bajo condiciones fisiológicas, estos inhibidores de las citoquinas sirven como 

elementos inmunomoduladores que limitan los potenciales efectos perjudiciales de la sostenida 

y excesiva reacción inflamatoria. Bajo condiciones patológicas, estos mediadores anti-

inflamatorios pueden 1) proveer insuficiente control sobre la actividad proinflamatoria ó 2) 

compensar e inhibir excesivamente la respuesta inmune presentando un gran riesgo de 

infección sistémica [Muñoz y cols., 1991; Kasai y cols., 1997].  
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22..--  MMEELLAATTOONNIINNAA  
 

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina (aMT) es una indolamina descrita 

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

[Lerner y cols., 1958] a partir de extractos de la glándula pineal. Se le conoce como melatonina 

debido a la capacidad que poseía para aclarar la piel de anfibios mediante la agregación de 

melanina en los melanóforos y a que es un derivado metabólico de la serotonina. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Estructura química de la molécula de melatonina 

 

 

Se trata de un cristal orgánico, de color blanco, con un punto de fusión entre 116-

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

 

 

2.1.- Metabolismo de la melatonina 
 

2.1.1.- Biosíntesis de la melatonina 

 

La melatonina aparece muy pronto en la escala evolutiva [Macías y cols., 1999]. En los 

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

cols., 2003].  

 

La cascada bioquímica que da lugar a su síntesis comienza con la captación del 

aminoácido esencial triptófano, procedente del torrente circulatorio. Éste se transforma, en 
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primer lugar, en 5-hidroxitriptamina o serotonina, por acción sucesiva de la L-triptófano 

hidroxilasa y la 5-hidroxitriptófano descarboxilasa. 

La serotonina es acetilada por la N-acetiltransferasa o NAT (enzima limitante del 

proceso de síntesis de la melatonina). La metilación sufrida por la N-acetilserotonina gracias a 

la hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT) produce la molécula de melatonina [Weissbach y 

cols., 1960; Axelrod y Weissbach, 1961; Axelrod, 1974].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Síntesis de melatonina a partir de triptófano en la glándula pineal 

 

 

La melatonina se produce de manera circadiana, presentando unos niveles máximos 

durante la noche [Pang y cols., 1980; Aimoto y cols., 1985; Menéndez-Peláez y cols., 1987; 

Reiter, 1991b,c]. Recientemente, se ha demostrado la presencia, en prácticamente todos los 

tejidos del organismo, de la expresión de los genes que codifican los enzimas clave de la 

síntesis de melatonina (NAT y HIOMT) [Stefulj y cols., 2001]; por lo que cada tejido podría 

producir la melatonina que necesita en cada momento, sin depender de la melatonina 
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circulante. Por tanto, además de en la glándula pineal, la melatonina es sintetizada en 

mamíferos en una gran variedad de tejidos como la retina, la glándula harderiana, la mucosa 

del intestino, el cerebelo, el epitelio respiratorio, el hígado, el riñón, el timo, el tiroides, el 

páncreas, los ovarios, el cuerpo carotideo, la placenta y el endometrio, así como en células no 

endocrinas tales como las células NK (natural killer), eosinófilas, plaquetas y  endoteliales 

[Kavetnoy, 2002]. Además, la melatonina es ubicua en el reino animal y vegetal, encontrándose 

en muchos tipos de organismos, como bacterias, eucariotas unicelulares, microalgas, plantas, 

invertebrados y vertebrados, al igual que en diversos comestibles como vegetales, frutas, 

hierbas medicinales y semillas [Hardeland y Poeggeler, 2003; Macías y cols., 1999]. En el 

interior de los orgánulos subcelulares, la concentración de melatonina puede variar, y algunos 

autores han descrito que los niveles de esta indolamina en núcleo y en mitocondria pueden ser 

significativamente mayores que en plasma [Menéndez-Peláez y Reiter, 1993b; Acuña-

Castroviejo y cols., 2003]. 

 

2.1.2.- Metabolismo de la melatonina 

 
 La melatonina, fundamentalmente en la retina, aunque también en el hígado, puede 

sufrir desacetilación y desaminación hasta convertirse en ácido 5-metoxiindolacético y 5-

metoxitriptofol [Cahill y Besharse, 1989]. 

 

Otra vía de degradación sería la que tiene lugar en el cerebro, plexo coroideo y pineal. 

En este caso, la melatonina se transforma primero en N1-acetil-N2-formil-5-metoxikinurenamina 

(AFMK) y después en N1-acetil-5-metoxikinurenamina (AMK), siendo esta una de las vías más 

importantes de metabolización de la melatonina en cerebro de mamíferos [Hirata y cols., 1974; 

Fujiwara y cols., 1978].  

 

AFMK es el producto que se forma cuando la melatonina depura H2O2 [Tan y cols., 

2000a]. Igualmente importante es el hecho de que AFMK es también un efectivo depurador de 

HO•. Por lo tanto, no sólo la melatonina pero también alguno de sus metabolitos es altamente 

eficiente en reducir el daño producido por los radicales libres. Nos referimos a esto como la 

“cascada antioxidante de la melatonina”, un proceso que incrementa mucho la eficiencia de su 

ubicua actividad como depurador de radicales libres y antioxidante. 

 

Con este mecanismo el radical catión indolilo (radical de la melatonina), elimina, en 

realidad, dos radicales libres a la vez: un HO• y un O2
-·. 
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Figura 11. Ruta oxidativa de degradación de melatonina 

 

 

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

depura en primer lugar un radical hidroxilo (HO•) y en segundo lugar un radical superóxido (O2
-•) 

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

 

 

AMK y AFMK se forman durante el metabolismo enzimático de la melatonina en el 

cerebro [Hirata y cols., 1974], pero también son productos secundarios cuando la melatonina 

actúa como depurador de radicales libres de ROS y RNS. Como hemos visto, estos metabolitos 

son también eficientes antioxidantes [Tan y cols., 2001, 2003], y existen evidencias de su 

participación en la inhibición de la NOS cerebral [León y cols., 2006].  
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2.2.- Mecanismos de  protección de la melatonina 
 
La melatonina es una molécula altamente lipofílica, lo que le permitiría atravesar las 

membranas celulares con cierta facilidad, enriqueciendo los compartimentos subcelulares, 

incluyendo la mitocondria, donde puede acumularse a altas concentraciones [Acuña-

Castroviejo y cols., 2002, 2003; León y cols., 2004]. 

 

La melatonina puede actuar como un potente antioxidante de acción directa e indirecta: 

 

Su acción directa se debe a que la melatonina y algunos de sus metabolitos poseen la 

capacidad de depurar por sí mismos algunas especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno 

[Acuña-Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols., 2003; León y cols., 2004]. Principalmente actúa 

sobre el peligroso radical HO•  [Tan y cols., 1993; Khaldy y cols., 2000; Reiter y Tan, 2002a], de 

ROO• [Pieri y cols., 1994] y oxígeno singlete [Cagnoli y cols., 1995]. El mecanismo por el cual la 

melatonina neutraliza al radical HO•  consiste en que esta indolamina cede un electrón al 

radical, transformándose en el catión indolilo [Hardeland y cols., 1993;  Poeggeler y cols, 1994]. 

Éste interacciona con el radical O2¯•, precursor del HO•, para generar AFMK, que se elimina por 

la orina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Ruta de reacción propuesta cuando la melatonina depura 2 radicales HO• 

 

 

Actualmente se han encontrado otras vías de metabolización del radical HO• de parte 

de la melatonina. En esta ruta, la melatonina se convierte en hidroximelatonina cíclica (3-

OHaMT) que se elimina por la orina. Experimentalmente se puede medir la concentración de 
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este metabolito de la melatonina para tener un índice fiable de estrés oxidativo en el organismo 

[Tan y cols., 1998]. 

 

La melatonina también posee capacidad para neutralizar H2O2 y como producto de esta 

interacción se obtiene el metabolito N1-acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina (AFMK) [Tan y cols., 

2000a], cuya capacidad antioxidante contra el daño oxidativo inducido por H2O2 en DNA y 

lípidos también se ha puesto de  manifiesto [Tan y cols., 2001]. Estos experimentos también 

han sido comprobados in vivo [Reiter y cols., 2003].  

 

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

melatonina con HO• y H2O2 respectivamente, parecen tener funciones depuradoras de agentes 

tóxicos [Acuña-Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols., 2003; León y cols., 2004]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Ruta de reacción de la melatonina propuesta para la degradación de H2O2 

 

 

Aunque el O2¯• es menos tóxico que el HO•, tras su rápido acoplamiento con el NO• se 

forma el ONOO•, el cual posee una mayor toxicidad que el HO•, ya que además de su inherente 

toxicidad, a través del ácido peroxinitroso (ONOOH) puede volver a metabolizarse a HO• in 

vivo. Aunque algunos autores han mostrado débiles efectos de la melatonina sobre la 

neutralización de O2¯• [Marshal y cols., 1996; Zang y cols., 1998], el efecto de la melatonina 

sobre este radical aún está por confirmar, especialmente in vivo, ya que la reacción por la cual 
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la melatonina ejercería esta acción no es conocida [Acuña-Castroviejo y cols., 2001; Reiter y 

cols., 2003; León y cols., 2004]. 

 

La capacidad neutralizadora de la melatonina sobre la formación y la citotoxicidad del 

oxígeno singlete (1O2) también se ha demostrado. 1O2 es una forma de oxígeno de alta energía 

generada normalmente por reacciones de fotosensibilización de colorantes y pigmentos 

biológicos. Al igual que el proceso de neutralización del H2O2, la oxidación que la melatonina 

sufre en la neutralización genera el metabolito AFMK [de Almeida y cols., 2003].  

 

La melatonina también puede depurar radicales peróxido (LOO•), interfiriendo así en la 

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

depuradora de otras especies reactivas que pueden provocar peroxidación lipídica que a la 

depuración en sí de radicales peróxido. No obstante, la melatonina es altamente eficaz para 

reducir los niveles de peroxidación lipídica, tanto basales como estimulados por estrés 

oxidativo [Reiter y cols., 2003].  

 

Además de la capacidad intrínseca para depurar radicales libres, la melatonina posee 

la capacidad de estimular la actividad y expresión  de otros sistemas antioxidantes, 

estableciendo así una forma de acción indirecta para la reducción del estrés oxidativo [Kotler y 

cols., 1998; Antolin y cols., 2002; Mayo y cols., 2002]. En primer lugar, la melatonina estimula el 

ciclo del glutation, aumentando la actividad de la GPx y de la GRd, regulando así el balance 

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

producción de GSH por la estimulación de la γ-glutamilcisteina sintasa, enzima limitante en la 

ruta de síntesis de glutation [Urata y cols., 1999]; y estimula la glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa (G-6-PD), que es la encargada de generar el NADPH, requerido por la GRd 

[Pierrefiche y Laborit, 1995]. Así, la melatonina estimula otras enzimas antioxidantes como la 

SOD y la CAT [Acuña-Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols., 2003; León y cols., 2004]. 

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

cols., 2003]. 

 

Algunas de las propiedad antioxidantes de la melatonina son debidas a su efecto 

genómico en la regulación de la expresión de proteínas y la actividad de enzimas antioxidantes 

[Antolin y cols., 1996], así como la inhibición de la expresión de enzimas  prooxidantes/pro-

inflamatorias como la iNOS y la mtNOS [Crespo y cols., 1999; Escames y cols., 2003; Gilad y 

cols., 1997].  
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Hace años, Lissoni y cols., propusieron que la melatonina era un potente agente anti-

inflamatorio y puede contribuir a la reacción inmune contra el cáncer. Como los radicales libres 

están implicados en el proceso inflamatorio, la melatonina es un buen candidato por su 

propiedades anti-inflamatorias debido a sus características como depurador de radicales libres 

y antioxidante [Cuzzocrea y cols., 2004]. Además es un agente neuroinmunomodulador e 

inhibe la traslocación del factor nuclear NF-κB en el interior del núcleo [Chuang y cols., 1996]. 

Los efectos inmunoreguladores de la melatonina se han demostrado tanto in vitro como in vivo 

[Maestroni, 1996; Gilad y cols., 1998; Guerrero, 2002]. En la actualidad este papel anti-

inflamatorio de la melatonina está bien asentado [Escames y cols., 2006; Mayo y cols., 2005]. 

  

En resumen, la melatonina es un potente antioxidante, sea por acción directa y/o 

indirecta, con importantes propiedades para actuar sobre la mitocondria, y en consecuencia, 

protegerá al mtDNA, las membranas lipídicas y las proteínas mitocondriales del daño oxidativo. 

 

 

2.3.- Melatonina y mitocondria 
 

El daño excesivo producido por los radicales libres está asociado con el proceso de 

envejecimiento; en particular el daño molecular a la mitocondria. La mitocondria juega un papel 

central en el envejecimiento ya que  la producción de energía es relegada a esta organela. Dos 

principales consideraciones aluden al papel de la melatonina en la homeostasis mitocondrial.  

 

 En primer lugar, la mitocondria produce gran cantidad de ROS y RNS. En segundo 

lugar, la mitocondria depende del ciclo del GSH tomado del citoplasma. Así aunque tiene GPx y 

GRd para mantener el ciclo redox del GSH, este ciclo tiene que funcionar permanentemente 

para asegurar una reserva de GSH en la mitocondria. Pero además, la melatonina no sólo 

ayuda a mantener ese almacén, detoxificando radicales libres, también estimula la actividad de 

los enzimas participantes en el ciclo del glutation, aumentando su reserva y disminuyendo los 

niveles de GSSG [Martín y cols., 2000a]. 

 

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

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

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

Su capacidad para regular la actividad de estos complejos puede no ser debida sólo al poder 

antioxidante de la melatonina, ya que teniendo en cuenta su potencial de óxido-reducción 

(0.74V) [Tan y cols., 2000b], la melatonina podría interactuar con los complejos de la CTE 
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donando y aceptando electrones, incrementando así el flujo electrónico, cosa que no sucede 

con otros antioxidantes [Martín y cols., 2002]. 

 

La melatonina es capaz de atravesar fácilmente la membrana mitocondrial y se 

acumula a elevadas concentraciones en dicha organela [Martín y cols., 2000a; Acuña-

Castroviejo y cols., 2002, 2003; León y cols., 2004], estabiliza su membrana interna [García y 

cols., 1999] y puede mejorar la actividad de la CTE [Acuña-Castroviejo y cols., 2001, 2005].  

 

Como consecuencia de su acción sobre la CTE, la melatonina aumenta la producción 

de ATP [Martín y cols., 2002]  y  acelera el metabolismo en mitocondrias aisladas de oocitos de 

rana [de Atenor y cols., 1994]; efecto que puede deberse a que la melatonina inhibe el estado 3 

de la respiración mientras que el estado 4 no se ve afectado. La habilidad de la melatonina 

para reducir el consumo de oxígeno en mitocondrias de hígado puede proteger a la organela 

del daño de un excesivo estrés oxidativo [Reyes-Toso y cols., 2003]. 

 

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

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

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

2003].  
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Figura 15. Componentes de la ETC. Los sistemas de defensa antioxidante controlan la 

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

puede interactuar con los complejos 
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2.4.- Melatonina y envejecimiento 
 
La melatonina es una de las moléculas conocidas como “geroprotector” lo que significa 

que “previene contra el envejecimiento”. El ritmo de la melatonina es vigoroso en individuos y 

animales jóvenes, sin embargo, con el envejecimiento se produce un descenso notable de su 

síntesis. En personas mayores de 75 años, el ritmo diario de la melatonina es sólo una 

pequeña fracción del observado en individuos de 20-30 años. La disminución en la secreción 

de melatonina con el envejecimiento reduce su importante acción antioxidante, y esto puede 

contribuir al inicio y desarrollo de una gran variedad de enfermedades relacionadas con la 

edad.  

 

Recientemente se ha considerado a la melatonina como una hormona 

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

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

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

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

 

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

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

usan ratones SAMP8, con senescencia acelerada y se observa una relación inversa entre la 

concentración de melatonina en cada tejido y su daño oxidativo. Así se ve una reducción del 

daño a proteínas en bazo y timo donde los niveles de melatonina eran altos.  

 

En ratones SAMP8 y sus controles SAMR1 a los 3, 6 y 12 meses de edad [Okatani y 

cols., 2002b,c; 2003a], la actividad de los complejos I y IV en mitocondrias de hígado en 

ratones SAMP8 muestran una reducción durante el envejecimiento. En contraste, en el caso de 

la medida de la función respiratoria en ratones SAMR1 no conlleva reducción [Okatani y cols., 

2002b,c]. Asimismo, la concentración de lipoperoxidación en homogenado de hígado y cerebro 

de SAMP8 es significativamente mayor que en el caso de SAMR1. Sin embargo, la actividad de 

la enzima antioxidante GPx, a los 12 meses de edad en SAMP8, es significativamente más 

baja que en SAMR1. Estos resultados siguieren que el estrés oxidativo como resultado de la 

excesiva generación de radicales libres combinado con la pérdida de eficiencia de los 

mecanismos de defensa conlleva la alteración de la función mitocondrial en ratones SAMP8 

[Okatani y cols., 2002b,c]. Además los niveles de malondialdehído son significativamente más 

altos en SAMP8 a los 12 meses de edad. Aunque el homogenado de hígado en SAMP8 

muestra baja actividad de SOD que SAMR1, no es significativo [Okatani y cols., 2002b]. El 

tratamiento crónico con melatonina (2 mg/ml en el agua de bebida) redujo significativamente el 
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contenido neural y hepático de TBARS en SAMP8, y aumentó significativamente la actividad de 

GPx aunque no afectó a la actividad de SOD [Okatani y cols., 2002b,c]. La melatonina previene 

el daño oxidativo al DNA en cerebro de hembras SAMP6 [Morioka y cols., 1999],  restaura el 

radio ADP/O, estado 3 y DNP [Okatani y cols., 2002c] e induce el incremento de la actividad de 

los complejos I y IV en hígado de ratones SAMP8 [Okatani y cols., 2002b,c].  

 

Por otro lado, se ha demostrado que además la melatonina reduce el estrés oxidativo 

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

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

GRd [Nogués y cols., 2006]. 

 

 

En conclusión, estos resultados nos sugieren efectos beneficiosos de las acciones de 

la melatonina durante el proceso de envejecimiento. 
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Para realizar un estudio multifactorial del envejecimiento, el presente trabajo pretende 

estudiar, en ratones SAMP8 de envejecimiento acelerado frente a ratones SAMR1 normales, 

parámetros de estrés oxidativo y de longevidad tras el tratamiento con melatonina, un conocido 

antioxidante. Para ello, grupos de estos animales tratados con vehículo y melatonina, se 

sacrificarán a los 5 y 10 meses de edad para evaluar: 

 

 

 el daño oxidativo mitocondrial a partir de la medida de la peroxidación lipídica 

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

los niveles intramitocondriales de glutation. 

 

 

 la bioenergética mitocondrial a partir de la medida de la actividad los complejos 

de la cadena respiratoria (CTE) y en el contenido de ATP y el cociente ATP/ADP. 

 

 

 algunos parámetros relacionados con la respuesta inflamatoria como son: 

medida de nitritos y citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-4, 

IL-5, IL-10, TNF-α, INF-γ, GM-GSF).  

 

 

 

Los resultados obtenidos, permitirán, por primera vez, obtener una visión global del 

grado en que el daño mitocondrial por los radicales libres es responsable del envejecimiento, y 

cuáles son los mecanismos por los que actúan. Asimismo, los resultados nos permitirán evaluar 

los beneficios del tratamiento crónico con melatonina para prevenir dichos procesos ligados al 

envejecimiento.  
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1.- GRUPO EXPERIMENTAL 

 

Para realizar dicho estudio se van a utilizar ratones SAMP8 (ratones con senescencia 

acelerada) frente a ratones SAMR1 (ratones resistentes a la senescencia acelerada), obtenidos 

en Kioto (Japón) a través de  Harlan, Barcelona, España).  

Ambas cepas se encuentran en el Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada y se mantienen en condiciones estériles, bajo un ambiente de 

fotoperiodo (ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas), temperatura (22 ± 1º C) y humedad (40 ± 

5%) controlados, y con  acceso libre al agua y a la comida (dieta estándar de laboratorio). Los 

animales se estudian a los 5 y 10 meses de edad. Las crías son separadas de sus madres al 

mes de edad y es en ese momento cuando se inicia el tratamiento con melatonina o con 

vehículo. 

 

En cada cepa (SAMP8 y SAMR1) los animales se separan en los siguientes grupos 

experimentales (35 ratones/ grupo): 

 

a) Grupo R5v, que consiste en ratones SAMR1 tratados con vehículo de 1 a 5 

meses de edad; 

b) Grupo P5v, que incluye ratones SAMP8 tratados con vehículos de 1 a 5 meses 

de edad; 

c) Grupo R10v, que incluye ratones SAMR1 tratados con vehículo de 1 a 10 

meses de edad; 

d) Grupo P10v, que consiste en ratones SAMP8 tratados con vehículo de 1 a 10 

meses de edad; 

e) Grupo R10m, que incluye ratones SAMR1 tratados con aMT de 1 a 10 meses 

de edad; 

f) Grupo P10m, que consiste en ratones SAMP8 tratados con aMT de 1 a 10 

meses de edad; 

 

La melatonina se disuelve en el mínimo volumen de etanol absoluto y posteriormente 

en el agua de bebida a una concentración tal que cada animal va a ingerir 10 mg/kg peso/día 

durante los meses de tratamiento. La concentración de etanol en la solución final fue de 0.066 

%. Los biberones se cubrieron con papel de aluminio para protegerlos de la luz y evitar la 

degradación de la melatonina. El agua de bebida se cambió dos veces por semana. 
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Figura 16. Ratones SAMR1 (resistentes al envejecimiento acelerado) y ratones SAMP8 

(sensibles al envejecimiento acelerado) a los 10 meses de edad 

 

 

Los estudios realizados se llevaron a cabo siguiendo la siguiente metodología: 

 

 

 Para el estudio del daño oxidativo: 

 

- Determinación de la peroxidación lipídica (LPO) [Esterbauer y cols., Meth  Enzymol 

186: 407-421, 1990]. 

 

- Determinación actividad GPx y GRd [Jaskot y cols., J Anal Toxicol 7: 86-88, 1983]. 

 

- Determinación del índice GSSG/GSH [Hissin and Hilf, Anal Biochemistry 74: 214-

226, 1976]. 

 

 

SAMR1 

SAMP8 
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 Para el estudio de la bioenergética mitocondrial: 

 

- Determinación actividad CTE [Brusque y cols., Neurochem Int 40: 593-601, 2002 

and Barrientos, Methods 26: 307-316, 2002; Escames y cols., J Pineal Res 40 

(1):71-78, 2006.]. 

- Determinación contenido ADP, AMP y ATP [Pissarek y cols., Brain Res Protoc 4: 

314-321, 1999]. 

 

 Para el estudio de los parámetros relacionados con la respuesta inflamatoria: 

 

- Medida de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias [Bio-Plex Cytokine 

Assay, Bio Rad]. 

 

- Determinación de los niveles de nitritos [Green y cols., Proc Natl  Acad Sci USA 78: 

7764, 1981]. 

 

 

Determinación de la concentración de proteínas [Lowry y cols., J Biol Chem 193: 265, 

1951]. 
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11..--  EEFFEECCTTOOSS  DDEELL  EESSTTRRÉÉSS  OOXXIIDDAATTIIVVOO  YY  LLAA  BBIIOOEENNEERRGGÉÉTTIICCAA  

MMIITTOOCCOONNDDRRIIAALL  EENN  RRAATTOONNEESS  SSAAMMPP88  YY  SSAAMMRR11  HHEEMMBBRRAASS  

 

1.1.- Diafragma       (Exp Gerontol., 2007, Enviado)  

 

 Para iniciar el estudio del envejecimiento vamos a evaluar los cambios en el estado 

redox mitocondrial en mitocondrias de diafragma en hembras SAM, además de comprobar el 

papel del tratamiento crónico con aMT durante el proceso de envejecimiento. 

 

A) Efectos sobre los niveles de peroxidación lipídica durante el envejecimiento 

 

El grado de peroxidación lipídica es un interesante índice del daño provocado por los 

RL en las membranas biológicas. En el caso de los SAMR1 a los 5 y 10 meses de edad, 

tratados con vehículo, no se observan cambios en los niveles de LPO. Si se produce un 

aumento significativo en el caso de los ratones con senescencia acelerada, SAMP8 (p < 0.001). 

El tratamiento crónico con aMT tiende a disminuir los niveles de LPO en ratones SAMR1, y 

contrarresta el aumento producido por la edad en los SAMP8 (p < 0.001) (Figura 17). 

 

B) Efectos sobre la actividad de GPx y GRd durante el envejecimiento 

 

Es importante ver qué ocurre con la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y GRd. 

Así observamos que durante el envejecimiento en ratones SAM, de los 5 a los 10 meses de 

edad, la actividad de la GPx disminuyó tanto en SAMR1 como en SAMP8 (p < 0.001). El 

tratamiento con aMT tiende a elevar la actividad de GPx en SAMR1, siendo significativo en el 

caso de los ratones SAMP8 (p < 0.001), que es incluso superior a la observada a los 5 meses 

de edad (p < 0.001). Además, esta actividad es tanto mayor en el caso de los ratones SAMP8 

que en los SAMR1 (p < 0.001). (Figura 18, A). En el caso de la GRd, enzima de gran 

importancia para la célula, debido a su participación en la regeneración del GSH, notamos 

como durante el envejecimiento disminuye significativamente su actividad tanto en los ratones 

SAMR1 como en los SAMP8 (p < 0.01). El tratamiento con aMT contrarrestó parcialmente esta 

reducción en la actividad de GRd en los SAMR1. En el caso de SAMP8, el aumento de la 

actividad de la GRd inducido por el tratamiento con aMT fue superior al observado a los 5 

meses de edad (p < 0.001). 

Comparando SAMR1 con SAMP8, se observa que el tratamiento con aMT aumentó más la 

actividad de la GRd en los ratones SAMP8 que en los SAMR1 (p < 0.001). (Figura 18, B). 
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Figura 17. Efectos de la edad y el tratamiento con melatonina en los niveles de LPO en 

mitocondrias de diafragma de hembras SAMR1 y SAMP8. Los animales son tratados con vehículo 

(0.066% etanol) o melatonina (10 mg/kg) en el agua de bebida desde el primer mes después del 

nacimiento y sacrificados a los 4 o 9 meses siguientes. R5v y R10v, ratones SAMR1 tratados con vehículo 

y sacrificados a los 5 y 10 meses de edad; P5v y R10v, ratones SAMP8 tratados con vehículo y 

sacrificados a los 5 y 10 meses de edad; R10m y P10m, ratones SAMR1 y SAMP8 respectivamente, 

tratados con aMT y sacrificados a los 10 meses de edad. ***p<0.001 comparados con R5v y P5v; 
###p<0.001 comparados con R10v o P10v; +++p<0.001 comparados SAMR1 con SAMP8 
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Figura 18. Efectos de la edad y el tratamiento con melatonina en la actividad de la glutation 

peroxidasa (GPx) (A) y glutation reductasa (GRd) (B)  en mitocondrias de diafragma de hembras SAMR1 

y SAMP8. (Ver leyenda de la figura 1 para información adicional). **p<0.01 y ***p<0.001 comparados con 

R5v y P5v; ###p<0.001 comparados con R10v o P10v; +++p<0.001 comparados SAMR1 con SAMP8 

 

 

C) Efectos sobre los niveles intramitocondriales de glutation durante el envejecimiento 

 

La ratio GSH:GSSG es un indicador del estado redox intracelular. Durante el 

envejecimiento se produce una disminución significativa de dicho cociente en mitocondrias de 

diafragma en hembras SAMR1 (p < 0.05), pero este efecto es contrarrestado mediante el 

tratamiento crónico con aMT (p < 0.05). En el caso de los ratones con senescencia acelerada 

SAMP8, no hay diferencias significativas a lo largo del proceso de envejecimiento. En este 

caso, el tratamiento con aMT tiende a aumentar la ratio GSH:GSSG sobre los valores 

observados a los 5 meses de edad. Esta ratio fue significativamente menor en el caso de los 

ratones SAMP8 que en los SAMR1 a los 5 meses de edad (p < 0.05) (Figura 19, A). En cuanto 

a los  niveles del glutation total (GSH+GSSG) se produjo una disminución en el grupo de 

ratones SAMR1 tratados con vehículo a los 10 meses de edad (p < 0.001). El tratamiento con 

aMT lo elevó significativamente (p < 0.05). No se produjeron cambios significativos en el caso 

de los ratones SAMP8. (Figura 19, B).  
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Figura 19. Efectos de la edad y el tratamiento con melatonina en el ratio GSH:GSSG (A) y en el 

contenido de glutation total (B). (Ver leyenda de la figura 1 para información adicional). *p<0.05, **p<0.01 y 
***p<0.001 comparados con R5v y P5v; #p<0.05 comparados con R10v o P10v; +p<0.05 y ++p<0.01 

comparados SAMR1 con SAMP8 

 

 

D) Efectos en la actividad de los complejos de la CTE durante el envejecimiento 

 

En cuanto a la bioenergética mitocondrial, vamos a estudiar la actividad de los 

complejos I, II, III y IV como se muestran en la figura 20. No se producen diferencias 

significativas durante el envejecimiento en la actividad de los complejos I, II y III tanto en 

ratones SAMR1 como en SAMP8. Como signos de este proceso, sí se observa una 

disminución significativa en la actividad del complejo IV tanto en ratones SAMR1 (p < 0.001) 

como en SAMP8 (p < 0.01). El tratamiento crónico con aMT desde el primer mes al noveno, 

produce un aumento significativo en la actividad de los complejos II en ratones SAMR1 (p < 

0.05) y en ratones SAMP8 (p < 0.01), en la actividad del complejo III tanto en SAMR1 como en 

SAMP8 (p < 0.001) y un aumento también significativo en la actividad del complejo IV en 

ratones SAMP8 (p < 0.01).   

Se produce una disminución significativa en la actividad de los complejos III y IV en los 

ratones SAMP8 comparados con los SAMR1 a los 10 meses de edad tanto en los tratados con 

vehículo como en los tratados con aMT. 
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Figura 20. Efectos de la edad y el tratamiento con melatonina en la actividad de los complejos I, II, III y IV 

en mitocondrias de diafragma de hembras SAMR1 y SAMP8. (Ver leyenda de la figura 1 para información 

adicional). *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 comparados con R5v y P5v; #p<0.05, ##p<0.01 y ###p<0.001 

comparados con R10v o P10v; +p<0.05; ++p<0.01 y +++p<0.001 comparados SAMR1 con SAMP8 

 

 

E) Efectos en el contenido de ATP y en el cociente ATP/ADP durante el envejecimiento 

 

El aumento de la edad va acompañado de una disminución significativa en el contenido 

de ATP en ratones SAMP8 (p < 0.05). La administración de aMT, invirtió en parte dicha 

reducción (p < 0.05) (Figura 21, A). En cuanto al ratio ATP/ADP también disminuyó en los 

ratones SAMP8 con la edad (p < 0.05), un efecto contrarestado con el tratamiento con aMT (p 

< 0.05) (Figura 21, B). 
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Figura 21. Efectos de la edad y el tratamiento con melatonina en el contenido de ATP (A) y en el 

ratio ATP/ADP (B) en mitocondrias de diafragma de hembras SAMR1 y SAMP8. (Ver leyenda de la figura 

1 para información adicional). *p<0.05 y **p<0.01 comparados con R5v y P5v; #p<0.05 y ##p<0.01  

comparados con R10v o P10v; ++p<0.01 comparados SAMR1 con SAMP8 
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1.2.- Corazón 
 

En este caso se han estudiado las mitocondrias de corazón en ratones hembras 

SAMP8 y SAMR1 a los 5 y 10 meses de edad. El estrés oxidativo mitocondrial fue determinado 

midiendo los niveles de peroxidación lipídica, glutation y glutation disulfido y la activiad de la 

glutation peroxidasa y reductasa. La función mitocondrial fue evaluada por la medida de la 

actividad de los complejos de la cadena respiratoria y el contenido de ATP. Los resultados 

muestran un daño oxidativo dependiente del proceso de envejecimiento en el corazón de los 

ratones SAMP8, acompañado de una reducción de la actividad de los complejos de la cadena 

respiratoria, así como de los niveles de ATP. Los resultados respaldan la presencia de estrés 

oxidativo mitocondrial en los ratones SAMP8 a los 10 meses de edad y sugieren efectos 

beneficiales por la intervención farmacológica crónica con melatonina, la cual reduce los 

cambios funcionales oxidativos en las mitocondrias cardiacas con la edad.  

 

 

 

Estos resultados han sido objeto de la siguiente publicación: 

 

Chronic melatonin treatment prevents age-dependent cardiac 

mitochondrial dysfunction in senescence-accelerated mice 

(Free Radic Res., 41: 15-24, 2006)  
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Abstract
Heart mitochondria from female senescence-accelerated (SAMP8) and senescence-resistant (SAMR1) mice of 5 or 10
months of age, were studied. Mitochondrial oxidative stress was determined by measuring the levels of lipid peroxidation,
glutathione and glutathione disulfide and glutathione peroxidase and reductase activities. Mitochondrial function was
assessed by measuring the activity of the respiratory chain complexes and ATP content. The results show that the age-
dependent mitochondrial oxidative damage in the heart of SAMP8 mice was accompanied by a reduction in the electron
transport chain complex activities and in ATP levels. Chronic melatonin administration between 1 and 10 months of age
normalized the redox and the bioenergetic status of the mitochondria and increased ATP levels. The results support the
presence of significant mitochondrial oxidative stress in SAM mice at 10 months of age, and they suggest a beneficial effect of
chronic pharmacological intervention with melatonin, which reduces the deteriorative and functional oxidative changes in
cardiac mitochondria with age.

Keywords: Aging, mitochondria, heart, oxidative damage, melatonin treatment

Introduction

Aging is characterized by a loss of physiological

capacities of the organism. Among other theoretical

and experimental proposals, the free radical theory of

aging [1] suggests that aging is caused by free radicals

produced during aerobic respiration; these radicals

induce oxidative damage that accumulates over time

[2–4]. Mitochondria, the main source of free radicals

in the cell, produce reactive oxygen species (ROS)

through the univalent reduction of oxygen as electrons

escape the respiratory chain. These ROS include

superoxide radical (Oz2
2 ), hydrogen peroxide (H2O2)

and the hydroxyl radical (HOz) [1,2]. Since mtDNA

and proteins are located near the electron transport

chain (ETC), these molecules readily sustain oxidative

damage from ROS and equally toxic reactive nitrogen

species (RNS) [5,6]. These findings connect the

general and the mitochondrial theories of aging, with

the latter suggesting that senescence should be

accompanied by changes in the redox status of the

cell [7].

The senescence-accelerated mouse (SAMP8) is

established as a murine model of accelerated aging

[8–11]. SAMP-strain mice show relatively strain-

specific age-associated phenotypic pathologies such as

a shortened life span and early manifestation of

senescence (including loss of activity, alopecia, lack
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of hair glossiness, skin coarseness, periphthalmic

lesions, increased lordokyphosis and systemic senile

amyloidosis), similar to several geriatric disorders

observed in humans [8–11]. Compared with the

senescence resistant, long-lived mice (SAMR1),

SAMP8 mice display a shorter lifespan [8,9]. One

possible mechanism promoting accelerated aging and

death in SAMP8 mice is their hyperoxidative status

compared with that in the SAMR1 [10,11]. Many of

the studies conducted to test this hypothesis have used

the brain as the experimental tissue, although different

patterns of age-dependent increases in both lipid

peroxidation (LPO) and superoxide dismutase (SOD)

activity have been reported in other organs [12–14].

While high redox state and increased electron leakage

from brain mitochondria were reported in 3-month-

old mice, [13], other studies reported no significant

differences in mitochondrial respiration between

SAMP8 and SAMR1 until 12 months of age [15]. It

was proposed that, at 18 months of age, respiratory

control may be insufficient to provide the ATP

synthesis necessary for normal cell metabolism [16].

These data suggest the existence of a mild deficiency

in the mitochondrial ETC in young mice before age-

associated mitochondrial dysfunction develops. The

reduced (GSH) to disulfide glutathione (GSSG) ratio,

a highly sensitive indicator of the cellular redox state

[17], shifts toward oxidation during aging in

mitochondria from several tissues including heart,

liver, lung and kidney of SAMP8 mice [18–21].

Melatonin (aMT) is a ubiquitously acting direct free

radical scavenger and also an indirect antioxidant

[22,23]. aMT is highly efficient in detoxifying the

devastatingly toxic HOz [24,25] and H2O2 [26], and it

also directly interacts with RNS [27]. aMT also

stimulates a host of antioxidative enzymes including

SOD, glutathione peroxidase (GPx) and glutathione

reductase (GPx); these actions further reduce the

oxidation state of cells [23,28]. Multiple lines of

recently accumulated evidence suggest that aMT

plays a protective role in both initial and advanced

stages of conditions whose pathogenesis involves

damage by oxygen- and nitrogen-based reactants

[29–32]. Considering that some antioxidants have

been reported to increase survival of SAMP8 mice

[12], the use of aMT as an age-deferring therapy in

this species also seems feasible.

Although mitochondrial production of free radicals

increases with advancing age [18–21], it is yet unclear

the age at which ROS initiate the senescence stage in

SAMP8 mice. Because at 3–5 months of age SAMP8

mice show early signs of oxidative stress compared

with SAMR1 mice, and at the age of 11 months these

signs are more evident [11–13], we considered it

worthwhile to assess the differences in the mitochon-

drial oxidative stress between 5 and 10 months of age,

a period of time that may mark the difference between

SAMP8 and SAMR1 mice in terms of mitochondrial

oxidative damage. Moreover, there are no data

regarding the potentially beneficial role of chronic

aMT treatment in terms of reducing age-dependent

mitochondrial oxidative damage, and whether this

treatment has any yet-undiscovered side effect. To

address these questions, we designed a long-term

study to evaluate the changes in mitochondrial redox

status during age in heart mitochondria from female

SAMP8 and SAMR1 mice. Animals were treated with

vehicle or aMT from 1 to 10 months of age, and the

mitochondrial redox status and ETC activity were

assessed. We chose heart mitochondria since this

muscle has a high bioenergetic requirement, and their

involvement in aging of SAMP8 mice is yet unclear.

Materials and methods

Reagents

N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride,

EGTA, EDTA, Hepes, bovine serum albumin (BSA),

proteinase K, Percoll, sulfanilamide, phosphoric acid,

1,4-dithio DL-threitol (DTT), NADPH, methanesul-

fonic acid, disulfide and reduced glutathione, gluta-

thione reductase, 5-sulfosalcylic acid, 2-vinylpiridine,

cumene hydroperoxide, 5,50-dithiolbis (2-nitrobenzoic

acid) (DTNB) and mannitol were purchased from

Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). All other reagents

were of the highest purity available.

Animals and treatments

Female SAMP8 and their control SAMR1 mice

breeding pairs were obtained from the Council for

SAM Research, Kyoto, Japan, through Harlan

(Barcelona, Spain). The animals were maintained in

the University’s facility under a 12–12 h light–dark

cycle (lights on at 07:00 h) at 22 ^ 18C and they were

given regular chow and tap water, under the super-

vision of veterinarians. All experiments were per-

formed according to the Spanish Government Guide

and the European Community Guide for animal care.

Animals were used at 5 and 10 months of age. Once

newborn mice were separated from their mothers

(at the age of 1 month), aMT or vehicle treatments

were initiated. The animals were separated into the

following groups (n ¼ 35 animals/group): (a) R5v

group, consisting of SAMR1 animals treated with

vehicle from 1 to 5 months of age; (b) P5v group,

included SAMP8 mice treated with vehicle from 1 to 5

months of age; (c) R10v group, included SAMR1 mice

treated with vehicle from 1 to 10 months of age; (d)

P10v group, consisted of SAMP8 mice treated with

vehicle from 1 to 10 months of age; (e) R10m group,

included SAMR1 mice treated with aMT from 1 to 10

months of age, and (f) P10m group, consisting of

SAMP8 mice treated with aMT from 1 to 10 months

of age. aMT was dissolved in a minimum volume of

absolute ethanol and then diluted in the drinking water
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to yield a dose of 10 mg/kg b.w. during the months of

treatment. The concentration of ethanol in the final

solution was 0.066%. Water bottles were covered with

aluminum foil to protect from light, and the drinking

fluid was changed twice weekly. All mice were killed at

the end of their respective treatment period, i.e. 5 or 10

months.

Isolation of mitochondria

Animals were killed by cervical dislocation and heart

mitochondria were immediately isolated [29]. All

procedures were carried out at 0–48C. Briefly, the

heart was excised, washed with saline, treated with

proteinase K (1 mg/ml) for 30 s, washed with buffer A

(250 mM mannitol, 0.5 mM EGTA, 5 mM Hepes and

0.1% fatty acid free BSA, pH 7.4, at 48C), and

homogenized (1/10, w/v) in buffer A at 800 rpm with a

Teflon pestle. The homogenate was centrifuged at 600g

for 5 min at 48C (twice), and the supernants were

mixed and centrifuged at 10,300g for 10 min at 48C.

Then, the mitochondrial pellets were suspended in

0.5 ml buffer A and poured in ultracentrifuge tubes

containing 1.4 ml buffer B (225 mM mannitol, 1 mM

EGTA, 25 mM Hepes and 0.1% BSA and pH 7.4, 48C)

and 0.6 ml Percoll. The mixture was centrifuged at

105,000g for 30 min at 48C. The fraction with a density

of 1.052–1.075 g/ml, corresponding to a pure mito-

chondrial fraction, was collected, washed twice with

buffer A at 10,300g for 10 min at 48C to remove the

Percoll, and frozen to 2808C. Mitochondrial protein

content was determined in an aliquot of homogenized

cardiac mitochondria without BSA [33].

LPO determination

Mitochondrial fractions were thawed, suspended in

ice-cold 20 mM Tris–HCl buffer, pH 7.4, and

sonicated to break mitochondria membranes. Aliquots

of these samples were either stored at 2808C for total

protein determination [33] or used for LPO measure-

ments. For this purpose, a commercial LPO assay kit

that estimated both malondialdehide (MDA) and 4-

hydroxyalkenals (4HDA) was used (Bioxytech LPO-

568 assay kit, OxisResearch, Portland, OR, USA) [34].

LPO concentration is expressed in nmol/mg prot.

Measurements of GPx and GRd activities

Mitochondrial fractions were thawed and suspended

in 200ml of buffer A (potassium-phosphate 50 mM

and EDTA-K2 1 mM, pH 7.4) and sonicated. To

measure GPx activity, 10ml of each sample were

added to 240ml of a working solution containing

buffer A plus 4 mM sodium azide, 4 mM GSH,

0.2 mM NADPH and 0.5 U/ml GRd. After incu-

bation for 4 min at 378C, the reaction was started by

adding 10ml of cumene hydroperoxide (0.3%) and the

GPx activity was determined following the oxidation

of the NADPH for 3 min at 340 nm in an UV

spectrophotometer (Shimadzu Deutschland GmBH,

Duisburg, Germany) [35]. GRd activity was

measured in samples (35ml) added to 465 ml of a

working solution containing buffer A plus 2 mM

GSSG. After incubation for 4 min at 378C, the

reaction was started by adding 8.5ml of 9.5 mM

NADPH solution, and the GRd activity was measured

following the oxidation of NADPH for 3 min at

340 nm (UV-1603 Shimadzu spectrophotometer).

GPx and GRd activities are expressed as nmol/min/mg

prot. In both cases, non-enzymatic NADPH oxidation

was subtracted from the overall rates.

Measurements of GSH and GSSG

Both GSH and GSSG were measured by a slight

modification of an established fluorometric method

[36]. Mitochondrial fractions were deproteinized with

ice-cold 10% TCA and centrifuged at 20,000g for

15 min. For GSH measurement, 10ml supernatant

was incubated with 10ml of an ethanol ophthalalde-

hyde solution (1 mg/ml) and 180ml phosphate buffer

(100 mM sodium phosphate, 5 mM EDTA-Na2, pH

8.0) for 15 min at room temperature. Then, the

fluorescence of the samples was measured at 340 nm

excitation and 420 nm emissions in a plate-reader

spectrofluorometer (Bio-Tek Instruments, Inc.,

Winooski, USA). For GSSG measurement, 30ml

aliquots of supernatants were preincubated with 12ml

N-ethylmaleimide solution (5 mg/ml in distilled water)

for 40 min at room temperature, and then alkalinized

with NaOH 0.1 N. Aliquots of 45ml were then

incubated with 10ml ophthalaldehyde solution and

145ml NaOH 0.1 N for 15 min at room temperature.

The fluorescence was then measured. GSH and

GSSG concentrations were calculated according to

standard curves prepared accordingly. The levels of

GSH and GSSG are expressed in nmol/mg prot.

Determination of mitochondrial complexes I, II, III and IV

activities

Mitochondrial pellets were thawed, suspended in

350ml of the incubation medium corresponding to the

complex to be measured and immediately sonicated to

prepare submitochondrial particles. Mitochondrial

protein concentration was measured using BSA as

standard [33]. To determine the complex I activity,

submitochondrial fractions (0.6 mg/ml) were incu-

bated for 3 min in a medium containing 250 mM

sucrose, 50 mM potassium-phosphate, 1 mM KCN,

50mM decylubiquinone, 0.8mM antimycin, pH 7.4.

The reaction was initiated by the addition of NADH,

and the activity of the complex I (NADH CoQ

oxidoreductase, expressed as nmol oxidized NADH/

min/mg prot) was measured following the rate of the
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oxidation of NADH (100mM) at 340 nm in a UV1603

Shimadzu spectrophotometer (IZASA, Seville, Spain)

[37]. The activity of complex II (succinate: DCIP

oxireductase, expressed in nmol reduced DCIP/-

min/mg prot) was measured in 1 ml medium contain-

ing submitochondrial particles (0.03 mg/ml), 100 mM

potassium-phosphate, 0.5 M succinate, 0.8mM anti-

mycin, 50mM rotenone, 2mM KCN, 50mM DCIP,

pH 7.4. The reaction was initiated by the addition of

50mM decylubiquinone. The activity of complex II

was measured following the rate of reduction of 2, 6-

DCIP at 600 nm with 520 nm as reference wavelength

[38]. The activity of complex III (ubiquinol:

cytochrome c reductase, expressed in nmol reduced

cytochrome c/min/mg prot) was measured in 1 ml

medium containing submitochondrial particles

(0.03 mg/ml), 35 mM potassium-phosphate, 5 mM

MgCl2, 2.5 mg/ml BSA, 1.8 mM KCN, 50 mM

rotenone and 2 mM decylubiquinone, pH 7.5. The

reaction was started by adding 125mM cytochrome c

and. the activity of complex III was measured

following the rate of reduction of cytochrome c at

550 nm with 580 nm as the reference wavelength [38].

The activity of complex IV (cytochrome c oxidase,

expressed as nmol oxidized cytochrome c/min/mg

prot) was measured in 1 ml medium containing

submitochondrial particles (0.1 mg prot/ml) and

50 mM potassium-phosphate, pH 6.8. The reaction

was initiated by adding 75 mM cytochrome c

previously reduced with sodium borohydride and

measuring the absorbance at 550 nm [38].

Measurements of mitochondrial content of adenine nucleo-

tides

Adenine nucleotides were determination by HPLC

with a ProPac PA1 column (4 £ 250 mm: Dionex)

and a binary gradient of 0.3 M ammonium carbonate

and water [39]. Purified mitochondria were rapidly

resuspended in ice-cold 0.5 M perchloric acid, mixed

during 120 s in vortex (to break the mitochondrial

membranes) and centrifuged at 25,000g for 15 min at

28C to precipitate proteins. Pellets were frozen to

2808C to determine protein concentration [33] and

the supernatants were mixed with 8ml 5 M potassium

carbonate to neutralize the acid and centrifuged at

12,000g for 10 min at 28C. The resultant supernants

were used for HPLC measurements. After stabilizing

the column with the mobile phase, 20ml of each

sample were injected onto the HPLC system. The

mobile phase consisted in water (phase A) and 0.3 M

ammonium carbonate pH 8.9 (phase B), and the

following time schedule for the binary gradient (flow

rate 1 ml/min) was used: 5 min, 50% A and 50% B;

5 min 50–100% B and then maintained 100% B

during 25 min); 5 min 100–50% B and then another

5 min with 50% B [39]. For calibration, water was

used as blank and 3.125, 6.250, 12.5 and 25mg/ml of

each nucleotide (AMP, ADP and ATP) were used for

constructing the standard curves. Absorbance of the

samples was measured with an UV detector at 254 nm

wavelength and the concentration of each nucleotide

in the sample was calculated based on the peak area.

Statistics

Data are expressed as the mean ^ SEM of at least six

animals analyzed in duplicate. An ANOVA followed

by Student’s t-test was used to compare the means

between groups. A p-value of less than 0.05 was

considered statistically significant.

Results

Mitochondrial oxidative stress

Figure 1 shows the changes in LPO levels in SAMR1

and SAMP8 mice. Age did not change the cardiac

mitochondria levels of LPO in SAMR1 mice, but

Figure 1. Effect of age and aMT treatment on the LPO levels in

heart mitochondria from female SAMR1 and SAMP8 mice.

Animals were given vehicle (0.066% ethanol) or aMT (10 mg/kg)

in the drinking water from 1 month after birth, and sacrificed 4 or 9

months later (at 5 and 10 months of age, respectively). Results are

expressed as a mean ^ SEM of six experiments measured in

duplicate. R5v and R10v, SAMR1 animals treated with vehicle and

sacrificed at 5 and 10 months of age; P5v and P10v, SAMP8 mice

treated with vehicle and sacrificed at 5 and 10 months of age;

R10m and P10m, SAMR1 and SAMP8 animals, respectively,

treated with aMT and sacrificed at 10 months of age. *p , 0.05

and ***p , 0.001 compared with R5v or P5v; #p , 0.05 and
###p , 0.001 compared with R10v or P10v; þþþp , 0.001

compared with the same group of SAMR1 mice.
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increased them in SAMP8 animals ( p , 0.001). After

aMT treatment, the levels of LPO in SAMR1

mitochondria decreased significantly ( p , 0.05),

reaching lower levels than those found at the age of 5

months. aMT also counteracted the age-dependent

increase of LPO levels in SAMP8 mice ( p , 0.001),

and reduced them below the levels detected in

mitochondria harvested at 5 months of age ( p , 0.05).

The activity of GPx did not change in cardiac

mitochondria SAMR1 mice with age, whereas it

decreased in SAMP8 mice ( p , 0.001) (Figure 2A).

aMT treatment reduced the activity of GPx in

SAMR1 mice below its activity at 5 months of age

( p , 0.01), and partially counteracted the age-

dependent GPx activity reduction in SAMP8 mice

( p , 0.01). The activity of GPx after aMT treatment

was significantly higher in mitochondria of SAMP8

than in SAMR1 mice ( p , 0.01). At 5 months of age,

SAMP8 mice showed higher activity of mitochondrial

GPx than SAMR1 mice ( p , 0.05). Age induced

significant reductions in GRd activity in both SAMR1

cardiac mitochondria ( p , 0.001) and SAMP8

( p , 0.05) mice (Figure 2B). Treatment with aMT,

which partially counteracted the age-dependent

reduction in GRd activity in SAMR1 mice, elevated

the GRd activity above its activity at 5 months of age in

SAMP8 mice ( p , 0.01).

Age reduced the GSH:GSSG ratio SAMR1 cardiac

mitochondria ( p , 0.01), an effect counteracted by

aMT treatment (Figure 3A). In SAMP8 mice, aMT

increased the mitochondrial GSH:GSSG ratio above

the values at 5 months of age. The GSG:GSSG ratio

in SAMP8 was lower than in SAMR1 mice. Levels of

mitochondrial total glutathione were similar in all

experimental groups except for the SAMP8 mice

treated with aMT, where a significant rise in total

glutathione was measured ( p , 0.001); this increase

was mainly due to an elevation in GSH (3.18 ^ 0.1 vs.

1.19 ^ 0.05 nmol/mg prot, p , 0.001) (Figure 3B).

Mitochondrial respiratory chain activity and ATP content

The activities of the mitochondrial respiratory chain

complexes I, II, III and IV are shown in Figure 4. The

activity of the complex I (Figure 4A) increased after

aMT treatment ( p , 0.01). aMT treatment also

stimulated the activity of the complex I above the

values found at 5 months in SAMP8 mice ( p , 0.05).

The activity of complex II significantly decreased with

age in SAMR1 and SAMP8 mice, although in this

case, aMT treatment was unable to modify these

values (Figure 4B). In the case of complex III, its

activity dropped with age in SAMR1 and SAMP8

mice, an effect counteracted by aMT administration

(Figure 4C). Advancing age was also associated with a

reduction in the activity of complex IV in SAMP8

but not in SAMR1 mice (Figure 4D). The activity of

complex IV did not change in SAMR1 mice after aMT

treatment. However, aMT counteracted the age-

dependent decrease in complex IV activity in SAMP8

mice ( p , 0.05). Increasing age was accompanied by a

loss of cardiac mitochondrial ATP content in SAMR1

Figure 2. Effect of age and aMT treatment on the glutathione peroxidase (GPx) (A) and glutathione reductase (GRd) (B) activities in heart

mitochondria from female SAMR1 and SAMP8 mice. See legend of Figure 1 for additional information. Results are expressed as a

mean ^ SEM value of six experiments measured in duplicate. *p , 0.05, **p , 0.01 and ***p , 0.001 compared with R5v or P5v; #p , 0.05

and ##p , 0.01 compared with R10v or P10v; þp , 0.05 and þþp , 0.01 compared with the same group of SAMR1 mice.
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Figure 3. Effect of age and aMT treatment on the reduced to disulfide glutathione (GSH:GSSG) ratio (A) and total glutathione content (B)

in heart mitochondria from female SAMR1 and SAMP8 mice. See legend of Figure 1 for additional information. Results are expressed as a

mean ^ SEM value of six experiments measured in duplicate. **p , 0.01 and ***p , 0.001 compared with R5v or P5v; #p , 0.05 and
###p , 0.001 compared with R10v or P10v; þp , 0.05 þþþp , 0.001 compared with the same group of SAMR1 mice.

Figure 4. Effect of age and aMT treatment on the complex I (A), II (B), III (C) and IV (D) activities in heart mitochondria from female

SAMR1 and SAMP8 mice. See legend of Figure 1 for additional information. Results are expressed as a mean ^ SEM value of six experiments

measured in duplicate. *p , 0.05, **p , 0.01 and ***p , 0.001 compared with R5v or P5v; #p , 0.05 and ###p , 0.001 compared with

R10v or P10v.
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mice that was more conspicuous in SAMP8 mice

(Figure 5A, p , 0.001). Administration of aMT

reversed, in part, the reduction of cardiac mitochon-

drial ATP in SAMP8 mice ( p , 0.01). The ATP/ADP

ratio also diminished in SAMP8 with age ( p , 0.01),

an effect counteracted by aMT treatment (Figure 5B,

p , 0.01).

Discussion

Damage to mitochondria as a result of the intrinsic

generation of free radicals is theoretically involved in

the process of cellular aging. Our study documents the

existence of age-dependent oxidative stress in heart

mitochondria of SAMR1 and SAMP8 mice. Accord-

ingly, with most of the oxidative stress markers

measured, SAMP8 mice showed significantly higher

mitochondrial oxidative damage than the correspond-

ing SAMR1 groups of mice. Moreover, aMT

given in the drinking water beginning at 1 month

and continuing for 9 months, counteracted the age-

dependent oxidative damage and mitochondrial

dysfunction in SAMP8 mice, and also corrected the

minor alterations present in the cardiac mitochondria

of SAMR1 mice. Finally, aMT treatment restored the

ability of cardiac mitochondria to produce ATP. The

data document that exogenously administered aMT

for long intervals protects against age-dependent

oxidative stress and cardiac mitochondrial dysfunc-

tion. No side-effects of aMT treatment were noted in

this study.

Several lines of evidence document an increased

susceptibility of SAMP8 mice to oxidative damage;

the resulting dysfunction is associated with accelerated

aging [11–16,18–21]. Thus, SAM mice represent a

good model to study the age-dependent induction of

oxidative stress and its role on mitochondrial function

in a variety of organs including the heart. Our results

show that, especially at the age of 10 months, SAMP8

mice exhibited greater cardiac oxidative stress than did

10-month-old SAMR1 mice. The presence of

oxidative stress in mitochondria would be expected

to be accompanied by changes in LPO and GSH,

damage to the mitochondrial ETC and deficits in ATP

production. The present findings show that LPO

levels increased in cardiac mitochondria of SAMP8

mice at the age of 10 months, whereas they remained

unchanged in SAMR1 mice at the same age. This

difference very likely reflects the higher ROS

generation in the former due to the accelerated aging

[13–15]. The increased LPO is also consistent with

the reduced mitochondrial membrane fluidity found

in aging female SAMP8 mice [40]. Moreover, it was

recently found that MDA, a product of LPO, induces

oxidative damage to aconitase and ATP synthase in

heart and skeletal muscle [16], a finding also

consistent with the reduction in the ATP content in

mitochondria from 10-month-old SAMP8 mice as

reported herein.

The redox status of a tissue is reliably reflected by

the GSH:GSSG ratio [17,41]. Rises in GSSG reflects

the gap between the rates of GSSG formation and its

Figure 5. Effect of age and aMT treatment on the ATP content (A) and the ATP/ADP ratio (B) in heart mitochondria from female SAMR1

and SAMP8 mice. See legend of Figure 1 for additional information. Results are expressed as a mean ^ SEM value of six experiments

measured in duplicate. **p , 0.01 and ***p , 0.001 compared with R5v or P5v; ##p , 0.01 compared with R10v or P10v; þþp , 0.01

compared with the same group of SAMR1 mice.
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reconversion to GSH, whereas the GSH:GSSG ratio

is indicative of the overall redox state. Under normal

conditions, a lower oxidant load and a higher

biosynthetic activity are associated with high GSH

levels. This occurs under conditions of caloric

restriction which attenuates the rates of mitochondrial

O2z2 and H2O2 production [42,43]. Our data show

that 5-month-old SAMP8 mice already exhibited a

lower mitochondrial GSH:GSSG ratio than age-

matched SAMR1 mice with this difference being

maintained when the animals reached 10 months of

age. These findings reflect an oxidizing tendency of

the mitochondria due to higher ROS production in

SAMP8 [18].

Total glutathione content of the heart mitochondria

was generally reduced in SAMP8 mice at 5 and 10

months of age compared with levels in SAMR1 mice;

this change was mainly dependent on a reduction in

mitochondrial GSH levels. Since mitochondria do not

synthesize GSH, its reduction was likely due to a

reduced transport of cytosolic GSH into mitochon-

dria, a finding also reported for SOD in SAM mice

[19]. During detoxification of H2O2, GPx oxidizes

GSH to GSSG. Thereafter, GRd reduces GSSG to

GSH to maintain the GSH pool. At 5 months of age,

SAMP8 heart mitochondria showed higher GPx

activity than did SAMR1 animals, reflecting a

condition of higher peroxide production in the former.

The subsequent deficit in GSH in 10-month-old

SAMP8 mice determined the reduction in GPx

activity found in these mice. GRd activity was lower

in SAMP8 than in SAMR1 mitochondria at 5 and 10

months of age. GRd is highly sensitive to oxidative

stress, which may irreversibly damage the enzyme,

reducing its ability to recycle GSH [28]. Again, our

data suggest that SAMP8 mice were under higher

oxidative stress than were SAMR1 animals.

Major questions remaining are whether the signs of

oxidative stress present in cardiac mitochondria of

SAMP8 mice are a prelude to mitochondrial failure

and, if so, whether they may be in part responsible for

the shorter life span in SAMP8 compared to SAMR1

mice. Accompanying ROS induction in mitochondria,

the concomitant protein thiolation may represent a

subsequent event responsible for many of the altera-

tions including bioenergetics failure that appear later

[18]. These alterations may also underlie the age-

related impairment of mitochondrial respiration

observed in liver mitochondria as well. It has

been calculated that, at the age of 18 months, hepatic

mitochondria from SAMP8 animals are unable

to produce sufficient amounts of ATP for normal cell

metabolism [21]. In the present study, we found an age-

dependent reduction in the activity of the respiratory

complexes II, III and IV in heart mitochondria from

SAMP8 mice, whereas only complex II activity was

reduced in SAMR1 animals. At 5 months of age, the

activities of the four ETC complexes were similar

in SAMR1 and SAMP8 mice. The age-associated

damage is greater in mitochondria of SAMP8 mice

than in this organelle of SAMR1 animals, possibly as a

result of uncoupling caused by membrane damage

[21]. The increased LPO levels in 10-month-old

SAMP8 mitochondria found herein further support

this hypothesis. Subsequent to mitochondrial ETC

impairment was the significant reduction in the

synthesis of mitochondrial ATP measured in SAMP8

mice at 10 months of age, a finding absent in SAMR1

mice.

The antioxidative properties of aMT and, specifi-

cally, its role in reducing mitochondrial oxidative

damage, are now apparent. Several studies have

reported that acute aMT administration, an antiox-

idant and free radical scavenger [22–26], counter-

acted mitochondrial deficiencies in SAM mice [44–

46]. In vitro, nanomolar concentrations of aMT

normalized the GSH pool and increased the activity

of antioxidant enzymes including GPx and GRd in

GSH-depleted mitochondria [28,32]. aMT also

stimulated the activities of the ETC complexes both

in vivo and in vitro [29,47,48], thereby improving the

ability of mitochondria to produce ATP [47,49].

Based on careful observations made at the time the

animals were killed and considering the beneficial

measurements made in cardiac mitochondria, side

effects of chronic aMT administration were either

non-existent or negligible.

The current findings with chronic aMT adminis-

tration to SAMP8 mice support the concept that the

indoleamine exerts profound protective effects against

mitochondrial dysfunction which are results of

oxidative stress. In fact, aMT reduced LPO in cardiac

mitochondria of SAMP8 mice to values below those

found at 5 months of age not only in SAMP8 mice but

also in SAMR1. aMT is highly lypophilic, enabling it

to readily cross a variety of membranes and enter both

cytoplasm and nuclear compartments. When aMT

enters cellular membranes, it mainly becomes situated

in a superficial position in lipid bilayers near the polar

heads of membrane phospholipids [50]. In this

position aMT is well situated to function as a free

radical scavenger; this may be an important way in

which membranes are able to resist oxidative damage.

The antioxidative ability of aMT was also reflected by

the significant increase in the GSH:GSSG ratio in

SAMR1 and SAMP8 mice. These effects of aMT, and

its ability to increase total glutathione content in

mitochondria, mainly due to an elevation of GSH,

may further document a stimulatory action of aMTon

the activity of gamma-glutamylcysteine synthetase,

the regulatory enzyme of GSH synthesis [51]. More-

over, aMT increased the activity of GPx and GRd in

SAMP8 mice, increasing the bioavailability of GSH in

the mitochondria.

An unexpected finding was that aMT reduced the

activity of GPx in SAMR1 mice. aMT is a direct free
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radical scavenger, and several experiments reported that

it can substitute for GSH. This is the case of cataract

prevention byaMTwhich occurs in the absence of GSH,

after thiol synthesis has been inhibited by buthiomine

sulfoximine [52]. Thus, in the presence of low oxidative

stress and high amounts of aMT, which was probably

the situation in SAMR1 mice treated with the indole,

aMT scavenged a sufficient number of free radicals

resulting in a reduction of the GPx-GSH system.

An additional consequence of chronic aMT

administration at mitochondrial level was an improve-

ment of the ETC activities. Except for complex II,

aMT treatment increased the activity of the remaining

complexes, especially in SAMP8 mice. These mice

also showed an increase in the mitochondrial ATP

levels and on ATP/ADP ratio. Other studies also

showed that aMTenhances the function of mitochon-

drial ETC [28,29,47,48]. The mechanism underlying

this action is unknown, but its repercussion is that

aMT may elevate the efficiency of oxidative phos-

phorylation and ATP synthesis [47,49]. Thus, the

effect of chronic aMT administration against the age-

dependent mitochondrial oxidative damage should be

accompanied by an improvement of the cardiac

function and/or mice survival. However, we did not

measure any parameter of heart function after aMT

administration at this time and so, the beneficial

effects of aMT administration in terms of heart

function remain to be clarified. Also, we have not data

on the effects of aMT on mice survival, because the

animals were sacrificed at the age of 10 months.

Anyway, these two questions remain to be addressed.

Overall, the results support the view that SAMP8

mice exhibit a relatively higher level of mitochondrial

oxidative stress and mitochondrial respiratory chain

impairment than do SAMR1 mice. This is consistent

with the predictions of the mitochondrial oxidative

stress hypothesis of aging [7]. The age-dependent

elevation of oxidative stress possibly resulted from the

observed reduction of the aMT levels in different

tissues of SAMP8 mice as recently reported [53].

Thus, supplemental treatment with chronic aMT in

the drinking water counteracted the age-dependent

impairment in cardiac mitochondrial function, which

was more evident in SAMP8 mice that in the SAMR1

strain. Previously, dietary antioxidants were shown

to increase mitochondrial GSH content and

GSH:GSSG ratio [54,55], although the diet enriched

with a number of antioxidants is essential to obtain

these effects. Only a diet supplemented with different

types of antioxidants was found to be useful in

increasing the mitochondrial GSH pool [55].
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1.3.- Estudio comparativo de los resultados obtenidos en mitocondrias 
de corazón y diafragma 
 

Las diferencias existentes en los niveles de estrés oxidativo entre mitocondrias de 

corazón y de diafragma en hembras SAM se representan en la Tabla 3. 

 

En primer lugar, podemos observar que la LPO es mayor en mitocondrias de corazón 

que en las de diafragma, excepto en los ratones SAMR1 tratados con aMT donde no se 

producen diferencias significativas entre ambos tejidos. 

 

El contenido de GSH en mitocondrias de diafragma en hembras SAMR1 es menor que 

el observado en el corazón, así como en hembras SAMP8 tratadas con aMT. Además, el 

contenido en GSSG es mayor en los SAMR1 tratados con vehículo a los 5 y 10 meses de 

edad. La ratio GSH:GSSG fue significativamente menor en todos los grupos en mitocondrias 

diafragmáticas comparadas con corazón. 

 

Con respecto a las enzimas antioxidantes GPx y GRd, se observa un aumento 

significativo en todos los grupos en mitocondrias diafragmáticas con respecto al corazón. 



                                                                                                                             Resultados  

 
66       

 

Tabla 3. Comparación entre los indicadores de estrés oxidativo en mitocondrias de corazón y diafragma 

en ratones SAM  

 
 

Mitocondrias de Corazón vs. Diafragma 

Parámetros 
 

Estrés Oxidativo SAMR1 
5v 

SAMR1 
10v 

SAMR1 
10m 

SAMP8 
5v 

SAMP8 
10v 

SAMP8 
10m 

LPO 

 

↑↑ 

 

 

↑↑ 

 

 

= 

 

 

↑↑↑ 

 

 

↑↑↑ 

 

 

↑ 

 

GSH ↑ 

 

↑↑ 

 

 

↑↑ 

 

= = ↑↑↑ 

GSSG 

 

↓ 

 

 

↓ 

 

= = = = 

GSH:GSSG ratio ↑↑↑ ↑↑ ↑↑↑ ↑↑ ↑ ↑↑↑ 

G.T. = ↑↑ ↑ = = ↑↑↑ 

GPx 

 

↓↓↓ 

 

 

↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

GRd 

 

↓↓ 

 

 

↓↓ 

 

 

↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

 

↓ 

 

 

↓↓↓ 

 
 
Fechas arriba ó abajo indican valor mayor o menor, respectivamente, con respecto a las mitocondrias 

de corazón; = indica que no hay diferencias significativas. ↑ p < 0.05; ↑↑ or ↓↓ p < 0.01 and ↑↑↑ or 

↓↓↓ p< 0.001 
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La comparativa entre los parámetros relacionados con la bioenergética mitocondrial, se 

muestra en la Tabla 4. 

 

Se observa una disminución significativa de la actividad de los complejos respiratorios 

con la edad en las mitocondrias de corazón con respecto a las de diafragma en prácticamente 

todos los grupos de ratones. Como excepciones a esta regla, encontramos que la actividad del 

complejo I en los ratones SAMR1 tratados con vehículo a los 10 meses de edad y la actividad 

del complejo III a los 5 meses en SAMR1 y SAMP8 y los SAMP8 tratados con aMT, 

permanecen iguales. 

 

En cuanto al contenido en ATP y la ratio ATP/ADP, únicamente observamos que es 

significativamente mayor en mitocondrias de corazón en los ratones SAMR1 a los 5 y 10 meses 

de edad tratados con vehículo, no habiendo diferencias relacionadas con el envejecimiento de 

estos tejidos en el resto de los grupos. 
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Tabla 4. Comparación entre los indicadores de bioenergética mitocondrial en mitocondrias de corazón y 

diafragma en ratones SAM  

 
 

Mitocondrias de Corazón vs. Diafragma 

Parámetros 
 

Bioenergética 
Mitocondrial SAMR1 

5v 
SAMR1 

10v 
SAMR1 

10m 
SAMP8 

5v 
SAMP8 

10v 
SAMP8 

10m 

COMPLEJO I 

 

↓ 

 

 

= 

 

 

↓↓ 

 

 

↓↓ 

 

 

↓↓ 

 

 

↓↓ 

 

COMPLEJO II 

 

↓↓↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ 

COMPEJO III = 

 

↓ 

 

 

↓↓ 

 

= 

 

↓↓ 

 

= 

COMPLEJO IV 

 

↓↓↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

 

↓↓↓ 

 

ATP ↑↑↑ ↑↑ = = = = 

ATP/ADP ↑↑↑ ↑↑↑ = = = = 

       
 
Fechas arriba ó abajo indican valor mayor o menor, respectivamente, con respecto a las mitocondrias de 

corazón; = indica que no hay diferencias significativas. ↑ p < 0.05; ↑↑ or ↓↓ p < 0.01 and ↑↑↑ or ↓↓↓  

p< 0.001 
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22..--  RREESSPPUUEESSTTAA  IINNFFLLAAMMAATTOORRIIAA  PPRROODDUUCCIIDDAA  DDUURRAANNTTEE  EELL  

EENNVVEEJJEECCIIMMIIEENNTTOO  EENN  RRAATTOONNEESS  MMAACCHHOOSS  YY  HHEEMMBBRRAASS  SSAAMMRR11  YY  SSAAMMPP88    

 

Para evaluar la presencia de un proceso inflamatorio durante el envejecimiento hemos 

estudiado los niveles de óxido nítrico (NO), así como las citoquinas pro-inflamatorias (IL-1β, IL-

2, INF-γ, TNF-α y GM-GSF) y anti-inflamatorias (IL-4, IL-5 e IL-10).  

 

Nuestro estudio muestra un aumento de INF-γ y TNF-α, además de una reducción en 

los niveles de IL-2 en plasma de ratones SAMR1 y SAMP8; mientras que cambios menores se 

observaron en el resto de las citoquinas.  

 

El tratamiento con aMT dado en el agua de bebida desde el primer mes y continuando 

hasta el noveno, contrarrestó la producción de las citoquinas pro-inflamatorias y los niveles de 

óxido nítrico, reduciendo los niveles hasta los encontrados a los 5 meses de edad. Además de 

reducir los niveles de las citoquinas anti-inflamatorias.  

 

Además, este proceso inflamatorio asociado al envejecimiento conlleva una elevación 

de los niveles de nitritos, que también son reducidos después de la administración de aMT.  

 

 

 

Estos resultados han sido objeto de la siguiente publicación: 

 

Chronic melatonin treatment reduces the age-dependent 

inflammatory process in senescence-accelerated mice  

(J Pineal Res., Doi:10.1111/j.1600-079X.2006.00416.x, 2006) 
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FChronic melatonin treatment reduces the age-dependent
inflammatory process in senescence-accelerated mice

Introduction

Nitric oxide (NO) and cytokines constitute the molecular
markers and the intercellular messengers of inflammation.
Some cytokines clearly promote inflammation (pro-inflam-

matory cytokines) and include interleukin-1b (IL-1b),
IL-2, granulocyte–macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF), tumor necrosis factor-a (TNF-a), and inter-

feron gamma (IFN-c). Other cytokines, including IL-4,
IL-5 and IL10, respectively, serve to reduce inflammation
and promote healing (anti-inflammatory cytokines). Under
pathologic conditions, these anti-inflammatory mediators

may either provide insufficient control over pro-inflamma-
tory activities in immune-mediated diseases or overcom-
pensate and inhibit the immune response, rendering the

host at risk from systemic infection [1, 2]. Inflammation is
a complex normal host defense reaction against both
physiological and nonphysiological insults and stressors

such as chemicals, drugs, oxidants, or a variety of
microbial entities. The inflammatory response includes
induction of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and
NO, and of the pro-inflammatory cytokines, mainly IL-1

and TNF-a in the involved biological fluids [3]. The
transcription factor nuclear factor-kappa B (NF-jB),
which is extremely sensitive to oxidants and pro-inflam-

matory substances [4], activates gene expression of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-1b [5], IL-6 [6] and
TNF-a [7], as well as the pro-inflammatory enzymes,

cyclo-oxygenase-2 [4] and iNOS [8].

Melatonin is a known modulator of hemapoiesis and of
the immune cell production and function, both in vivo and
in vitro. Melatonin shows a remarkable function versatility

exhibiting antioxidative [9], oncostatic [10], antiaging [11]
and immunomodulatory [12] properties. In vitro studies
showed that melatonin acts on the immune cells by

regulating cytokine production. Melatonin activates T
helper cells by increasing IL-2 production [13] as well as
activating monocytes by increasing the production of IL-1,
Il-6, TNF-a, reactive oxygen species (ROS), and NO

[13–15]. Melatonin also enhances IL-12 production by
monocytes driving T-cell differentiation toward the Th1
phenotype and causing an increase of IFN-c production

[16]. In this sense, cytokine production could be considered
as one of the main mechanisms to modulate the immune
system by melatonin.

The interrelation of ROS and reactive nitrogen species
(RNS) and the inflammatory states are related to the aging
process. Based on these and other available date, the

inflammation hypothesis of aging [17] supports the molecu-
lar basis of the inflammatory process as a part of the aging
itself. Senescence-accelerated mouse (SAMP8) is currently
used to clarify the mechanisms that underlie aging [18–21].

Compared with the senescence resistance, long-lived mice
(SAMR1), SAM mice display a shorter lifespan [18, 19].
One mechanism promoting accelerated aging and death in

SAM mice is their higher oxidative status [20, 21] compared
with normal mice. A relationship between cytokines and
aging has been reported, and the expressions of IL-1b

Abstract: It is hypothesized that, besides increased free radical production,

aging is a process also related to inflammation. Thus, female and male

senescence-accelerated (SAMP8) and senescence-resistant (SAMR1) mice of

5 and 10 months of age were studied to assess this hypothesis. Plasma from

these mice was processed to determine nitric oxide (NO), and pro-

inflammatory [interleukin (IL)-1b, IL-2, interferon (IFN)-c, tumor necrosis

factor (TNF)-a, and granulocyte–macrophage colony-stimulating factor] and

anti-inflammatory (IL-4, IL-5 and IL-10) cytokines. The results show the

presence of an age-dependent increase in IFN-c and TNF-a and a reduction

in IL-2 levels, with minor changes in the remaining cytokines. Moreover, age

was associated with a significant increase in NO levels. Chronic melatonin

administration between 1 and 10 months of age counteracted the age-

dependent production of pro-inflammatory cytokines and NO, reducing

them to the levels found at 5 months of age. Melatonin also reduced the

levels of the anti-inflammatory cytokines. The results of this study suggest

the existence of an inflammatory process during aging and further support

that melatonin behaves as an essential molecule against aging, for its anti-

inflammatory properties together with its antioxidative role reported

elsewhere.
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mRNA and protein levels of IL-1b, TNF-a and IL-6 were
found elevated in 10-month-old SAM mice [22]. These
findings suggest that, besides ROS and RNS production,

increased expression of pro-inflammatory cytokines may be
involved in the aging process. We recently demonstrated
[23] that SAM mice exhibit higher level of mitochondrial
oxidative stress than SAMR mice, whereas chronic mela-

tonin treatment counteracted the age-dependent impair-
ment in mitochondrial function. Thus, we considered it
worthwhile to extend our knowledge on the anti-aging

properties of melatonin studying its role against the age-
dependent inflammatory status in terms of pro- and anti-
inflammatory cytokines and NO levels. The study was

carried out in SAMP8 versus SAMR1 mice treated with
melatonin in the drinking water from 1 to 10 months of
age.

Materials and methods

Chemicals

Sulfosalicilic acid, glucose-6-phosphate dehydrogenase,
glucose-6-phosphate, NADPH and nitrate reductase were

purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). All other
reagents were of the highest purity available. Bio-Plex assay
buffer, Bio-Plex wash buffer, Bio-Plex detection antibody

diluents, and streptavidin-PE (100·) were purchased from
Bio-Rad (Madrid, Spain).

Animals and treatments

Female SAMP8 and their controls SAMR1 mice breeding
pairs were obtained from the Council for SAM Research,

Kyoto, Japan, through Harlan (Barcelona, Spain). The
animals were maintained in the University’s facility under a
12/12 hr light/dark cycle (lights on at 07:00 hr) at

22 ± 1 �C and they were given regular chow and tap
water, under the supervision of veterinarians. All experi-
ments were performed according to the Spanish Govern-
ment Guide and the European Community Guide for

animal care.
Animals were used at 5 and 10 months of age. Once

newborn mice were separated from their mothers (at the

age of 1 month), melatonin or vehicle treatments were
initiated. The animals were grouped as follows (n ¼ 6
animals/group/gender): (i) R5v group, consisting of

SAMR1 animals treated with vehicle from 1 to 5 months
of age; (ii) P5v group, included SAMP8 mice treated with
vehicle from 1 to 5 months of age; (iii) R10v group,

included SAMR1 mice treated with vehicle from 1 to
10 months of age; (iv) P10v group, consisted of SAMP8
mice treated with vehicle from 1 to 10 months of age; (v)
R10 m group, included SAMR1 mice treated with melato-

nin from 1 to 10 months of age, and (vi) P10 m group,
consisting of SAMP8 mice treated with melatonin from 1 to
10 months of age. Melatonin was dissolved in a minimum

volume of absolute ethanol and then diluted in the drinking
water to yield a dose of 10 mg/kg b.w. during the months of
treatment. The concentration of ethanol in the final

solution was 0.066%. Water bottles were covered with
aluminum foil to protect from light, and the drinking fluid

was changed twice weekly. All mice were killed at the end of
their respective treatment period, i.e. 5 or 10 months.
Plasma samples were obtained using EDTA tubes and then

centrifuged at 10,000 g at 4 �C for 15 min. Samples were
frozen at )80 �C until the assays were performed.

Bio-Plex cytokine assay

The Bio-Plex Mouse Cytokine 8-Plex A Panel was used
with the Bio-Plex Suspension Array System (Bio-Rad) to

profile expression of eight inflammatory mediators (IL-1b,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, GM-CSF, IFN-c and TNF-a). The
assay was performed according to the manufacture’s

instructions. Briefly, 50 lL of the working solution con-
taining multiple microbeads labeled with specific antibodies
against each of the aforementioned cytokines, were added
into each well, washed thrice with 100 lL of Bio-Plex wash

buffer, and filtered to dryness. Then, 50 lL thawed plasma
aliquots diluted 1:4 with the specific Bio-Plex sample
diluent, were added to each well and incubated for

30 min at room temperature. After a wash step (thrice)
with 100 lL Bio-Plex wash buffer, the beads were incubated
with 25 lL of the detection antibody cocktail for 30 min at

room temperature, each antibody specific to a single
cytokine. After another three times wash step with 100 lL
of Bio-Plex wash buffer, the beads were incubated with

50 lL of the streptavidin–phycoerythrin solution for
10 min at room temperature and washed thrice again.
The beads were resuspended in each well with 125 lL of the
Bio-Plex assay buffer and the concentrations of each

cytokine were determined using the array reader. A parallel
standard curve was constructed for each cytokine.

Nitrite determination

Thawed plasma samples were desproteinized with ice-cold

6% sulfosalicilic acid, incubated at room temperature for
30 min and centrifuged at 10,000 g for 15 min. Then, 50 lL
supernatant were incubated with 4 lL NaOH 1.25%, 36 lL
of a 14 mm phosphate buffer solution containing 50 mU

glucose-6-phosphate dehydrogenase, 750 lm glucose-6-
phosphate, and 30 mU nitrate reductase, and 10 lL
NADPH 3 lm for 60 min at room temperature. The

amount of nitrite was measured following the Griess
reaction [24] which coverts nitrite into a colored azo
compound spectrophotometrically detected at 550 nm.

Statistical analysis

Data are expressed as the mean ± S.E.M. of six samples
analyzed in duplicate. An ANOVA followed by Student’s t-
test was used to compare the mean values between groups.
A P value of less than 0.05 was considered statistically

significant.

Results

Figs 1–5 show the age-dependent changes in plasma pro-
inflammatory cytokines in SAMR1 and SAMP8 female and

male mice. Although IL-1b levels did not changed in any
experimental group (Fig. 1), the other pro-inflammatory
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7Fig. 1. Effect of age and melatonin treat-
ment on IL-1b levels in plasma from
female (left) and male (right) SAMR1 and
SAMP8 mice. Animals were given vehicle
(0.066% ethanol) or melatonin (10 mg/kg)
in the drinking water from 1 month after
birth, and killed 4 or 9 months later (at 5
and 10 months of age, respectively). R5v
and R10v, SAMR1 animals treated with
vehicle and killed at 5 and 10 months of
age; P5v and P10v, SAMP8 mice treated
with vehicle and killed at 5 and 10 months
of age; R10 m and P10 m, SAMR1 and
SAMP8 animals, respectively, treated with
melatonin and killed at 10 months of age.

Fig. 3. Effect of age and melatonin treat-
ment on TNF-a levels in plasma from
female (left) and male (right) SAMR1 and
SAMP8 mice. See legend of Fig. 1 for
details. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs.
R5v or P5v; #P < 0.05 and ##P < 0.01
vs. R10v or P10v.

Fig. 2. Effect of age and melatonin treat-
ment on IL-2 levels in plasma from female
(left) and male (right) SAMR1 and
SAMP8 mice. See legend of Fig. 1 for
details. ***P < 0.001 vs. R5v or P5v;
#P < 0.05, ##P < 0.01 and ###P < 0.001
vs. R10v or P10v; +P < 0.05 vs. R10 m.

Fig. 4. Effect of age and melatonin treat-
ment on IFN-c levels in plasma from
female (left) and male (right) SAMR1 and
SAMP8 mice. See legend of Fig. 1 for
details. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs.
R5v or P5v; #P < 0.05 and ##P < 0.01
vs. R10v or P10v; +P < 0.05 vs. R10 m.

Senescence, pro-inflammatory cytokines, and melatonin
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cytokines showed significant variations. In female rats
(Fig. 2, left), a decrease in IL-2 levels was found mainly in
SAMP8 mice at 10 months of age (P < 0.001). Melatonin
administration decreased further the levels of IL-2 in

SAMR1 and SAMP8 female mice, although the effect of
melatonin was significantly higher in the latter (P < 0.05).
In males, IL-2 levels decreased at 10 months of age in

SAMR1 and SAMP8 mice (P < 0.001), and melatonin
administration further reduced them (Fig. 2, right). Female
SAMP8 (P < 0.05) and SAMR1 (P < 0.01) mice showed

an increase in TNF-a at 10 months of age, an effect
counteracted by melatonin treatment (Fig. 3, left). The
effect of melatonin was also found in males (Fig. 3, right);

in this case, the reduction of TNF-a levels by melatonin was
significantly higher in SAMP8 than in SAMR1 mice
(P < 0.05). Plasma IFN- c levels also increased at similar
extend in both female and male SAMR1 (P < 0.05) and

SAMP8 (P < 0.01) mice at age of 10 months (Fig. 4). In
all groups, melatonin treatment restored the levels of this
cytokine to control values. Age-dependent changes in GM-

CSF levels were less pronounced and only in SAMP8
female mice increased significantly at 10 months of age
(P < 0.01) (Fig. 5, left). Anyway, melatonin treatment

significantly reduced GM-CSF levels below those found at
5 months of age in all mice groups (Fig. 5).
Anti-inflammatory cytokine changes are showed in

Figs 6–8. Plasma levels of IL-4 were unaffected by aging

except for the decrease (P < 0.05) in SAMR1 male mice
(Fig. 6, right). The effect of melatonin treatment was only

observed in SAMP8 female mice (P < 0.05) (Fig. 6, left).
Plasma levels of IL-5 decreased significantly in SAMP8
female (P < 0.01) (Fig. 7, left) and male (P < 0.001)
(Fig. 7, right) mice. The levels of IL-5 were reduced further

after melatonin treatment mainly in SAMP8 males
(P < 0.05). Levels of IL-10 were reduced at 10 months of
age in SAMP8 males (P < 0.05) (Fig. 8, right). Moreover,

IL-10 levels increased in female (P < 0.05) (Fig. 8, left)
and decreased in male (P < 0.001) (Fig. 8, right) SAMR1
mice. In all groups, melatonin administration further

reduced IL-10 levels below those found at 5 months of
age (P < 0.001).
Fig. 9 shows the changes in plasma levels of2 NOx in the

studied groups. In all groups, NOx levels increased at
10 months of age at a similar extend (P < 0.001).
Treatment with melatonin reduced these levels significantly,
although the effect of the indoleamine was more pro-

nounced in SAMP8 groups (Fig. 9).

Discussion

The main finding of this study is the presence of an
inflammatory process during aging and the preventive role

of chronic melatonin administration on this process. In
fact, our study documents the age-dependent increase of
pro-inflammatory cytokines, mainly IFN-c and TNF-a, in
plasma of SAMR1 and SAMP8 mice at 10 months of age.

Furthermore, melatonin given in the drinking water begin-
ning at 1 month of age and continuing for 9 months

Fig. 5. Effect of age and melatonin treat-
ment on GM-CSF levels in plasma from
female (left) and male (right) SAMR1 and
SAMP8 mice. See legend of Fig. 1 for
details. **P < 0.01 vs. R5v or P5v;
##P < 0.01 and ###P < 0.001 vs. R10v or
P10v; +P < 0.05 vs. R10 m.

Fig. 6. Effect of age and melatonin treat-
ment on IL-4 levels in plasma from female
(left) and male (right) SAMR1 and
SAMP8 mice. See legend of Fig. 1 for
details. *P < 0.05 vs. R5v or P5v.
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counteracted the age-dependent increase in plasma cytok-
ines. The inflammatory process during aging was further
supported by the significant increase in the plasma levels of
NOx that was also corrected after melatonin administra-

tion. These findings support the concept that melatonin
exerts profound protective effects against the inflammatory
process of aging.

Aging is a multifactorial process involving oxidative and
nitrosative stress. The inflammatory process is a physiolo-
gical protective mechanism that acts in response to cellular

injury or tissue destruction. Thus, free radical-mediated cell
damage during aging may induce a chronic pro-inflamma-
tory response. As it was recently reported with the same

experimental paradigm, SAMP8 mice show an increased
oxidative damage, resulting in dysfunction associated with
accelerated aging [23, 25, 26]. Here, we study whether this
oxidative stress is accompanied by an inflammatory status,

measuring plasma levels of NOx and pro-inflammatory
cytokines such as IL-1b, IL-2, IFN-c, TNF-a, and GM-
CSF that promote inflammation, and levels of anti-inflam-

matory cytokines as IL-4, IL-5 and IL-10 that suppress the
activity of pro-inflammatory cytokines. Many inflamma-
tory conditions are associated with production of compar-

ative cytotoxic effects. iNOS is expressed typically in
response to immunological stimuli and produces nanomols,
rather than picomols, of NO. NO may act as cytostatic and

Fig. 8. Effect of age and melatonin treat-
ment on IL-10 levels in plasma from
female (left) and male (right) SAMR1 and
SAMP8 mice. See legend of Fig. 1 for
details. *P < 0.05, **P < 0.01 and
***P < 0.001 vs. R5v or P5v; ##P < 0.01
and ###P < 0.001 vs. R10v or P10v;
+P < 0.05 and ++P < 0.01 vs. R10v or
R10 m.

Fig. 7. Effect of age and melatonin treat-
ment on IL-5 levels in plasma from female
(left) and male (right) SAMR1 and
SAMP8 mice. See legend of Fig. 1 for
details. **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs.
R5v or P5v; #P < 0.05 vs. P10v;
+P < 0.05 vs. R10 m.

Fig. 9. Effect of age and melatonin treat-
ment on NOx levels in plasma from female
(left) and male (right) SAMR1 and
SAMP8 mice. See legend of Fig. 1 for
details. ***P < 0.001 vs. R5v or P5v;
##P < 0.01 and ###P < 0.001 vs. R10v or
P10v.

Senescence, pro-inflammatory cytokines, and melatonin
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cytotoxic molecule for fungal, bacterial, helminthic, and
protozoal organisms as well as tumor cells. High levels of
NO and peroxynitrite (formed the reaction between NO

and superoxide anion) produced as a consequence of iNOS
induction, are particularly cytotoxic [27]. In short, the
production of NO can result from an immune response
against macrophage activation of tumoral cells, from

induction of iNOS in tumoral cells themselves, or from
the vasodilatation of blood vessel cells by pro-inflammatory
cytokines through endothelial NOS. Cytokines could also

effect the production of NO by neuronal NOS, which may
be inhibited by antioxidants and/or anti-inflammatory
compounds including melatonin and its metabolites [28,

29]. Our data show that the levels of NOx increased in
SAMR1 and SAMP8 mice at 10 months of age. In
addition, the levels of pro-inflammatory cytokines such as
IFN-c and TNF-a increased significantly at 10 months of

age. IFN-c is considered a pro-inflammatory cytokine
because it enhances TNF-a activity and induces iNOS
and NO. IL-1b and TNF-a are inducers of endothelial

adhesion molecules, which are essential for the adhesion of
leukocytes to the endothelial surface prior to migration into
the tissues. In this regard, it was reported that SAM mice

had an elevated expressions of IL-1b, TNF-a and IL-6 at
10 months of age, especially in the hippocampus, a finding
related to the age-related neural dysfunction and/or learn-

ing and memory deficiency in SAMP8 mice [22]. The
increase in these pro-inflammatory cytokines may be also
due to the block of anti-inflammatory cytokines such as
IL-4 and IL-10 that suppress the production of IL-1b and

TNF-a. Therefore, a �balance� between pro- and anti-
inflammatory cytokines is thought to determine the out-
come of disease. This is also applicable to aging. In fact, our

findings show that the levels of the anti-inflammatory
cytokines IL-4, IL-5, and IL-10 decreased at 10 months of
age. Together, these data are indicative of a pathologic

condition in SAM mice along the age, because anti-
inflammatory cytokines provide insufficient control over
pro-inflammatory ones.

In recent years, much attention has been devoted to the
possible interaction between melatonin and the immune
system [12, 13, 30]. Lissoni et al. [33] proposed that
melatonin is a potent anti-inflammatory agent. As free

radicals are thought to be involved in the inflammatory
process, melatonin is a good candidate for exerting anti-
inflammatory properties for its antioxidative and free

radical scavenging features [9, 34–36]. Melatonin has been
proposed to regulate the immune system by affecting
cytokine production in immunocompetent cells [16]. ROS

plays a role in the regulation of cytokine release as
melatonin inhibits the release of the pro-inflammatory
cytokines TNF-a and IL-1b in acute inflammation and
post-ischemia–reperfusion injury [12, 13]. Melatonin also

stimulates the production of progenitor cells for granulo-
cytes and macrophages (GM-CFU) and it has a general
stimulatory action on hemopoiesis [37]. Moreover, melato-

nin prevents the expression of iNOS and inhibits directly
the catalytic activity of NOS [28, 38–40], scavenges ONOO)

[41, 42], and it possesses specific effects related to activation

of melatonin receptors. Melatonin does not react directly
with NO, but instead the indole lowered the nitrite/nitrate

production by reducing iNOS expression in LPS-activated
macrophages through the inhibition of NF-jB activation
[29, 38, 43, 44]. In connection with its anti-inflammatory

properties, we found that melatonin reduced pro-inflam-
matory cytokines production including TNF-a, IFN-c, IL-2
and GM-CSF in SAM mice. It is probably that the anti-
inflammatory role of melatonin makes it unnecessary the

increase in the anti-inflammatory cytokines IL-4, IL-5 and
IL-10, because this property of the indoleamine is sufficient
to compensate the inflammatory process of aging.

Two additional comments should be added. First, no
major differences between female and male mice were found
in the studied parameters. The antioxidative and neuro-

protective roles of estrogens elsewhere reported seem to be
insufficient to exert any significant effect until 10 months of
age. Secondly, no significant differences among cytokines
and/or NOx levels were detected between SAMR1 and

SAMP8 mice. This finding suggests that the process of
aging in SAMP8 mice is similar to that in SAMR1 at least
until 10 months of age. It is probably that differences in the

measured parameters appear later in SAMP8 compared
with SAMR1 mice.
In conclusion, our results show the presence of an

inflammatory component in response to aging in SAM
mice. Herein, we suggest that aging should be considered
not only a consequence of free radical damage but also a

process involving an inflammatory response. Thus, an
inflammatory/free radical theory of aging should be con-
sidered. In this regard, melatonin behave as an outstanding
molecule against aging, because its antioxidant/anti-inflam-

matory properties. The beneficial effects of melatonin
administration against age described here and reported
elsewhere [23, 25, 26, 45], with the age-dependent reduction

in pineal and extrapineal melatonin production in SAM
mice [11, 46], strongly support the relationships between
melatonin levels and aging. Because of this, melatonin may

also has potential clinical applicability for some age-related
disorders.
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CONSIDERACIONES PREVIAS 
 

 

Para realizar el estudio multifactorial del envejecimiento, nuestro objetivo fundamental 

era demostrar la relación existente entre los distintos parámetros de estrés oxidativo así como 

de la bioenergética mitocondrial en mitocondrias de corazón y diafragma de ratones hembras 

SAMP8, ratones sensibles al envejecimiento, frente a ratones controles resistentes al 

envejecimiento, SAMR1. 

 

Como el aumento en la producción de radicales libres durante el envejecimiento va 

asociado a un proceso inflamatorio crónico, vamos a evaluar también los cambios de las 

citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, así como los niveles de óxido nítrico en el 

plasma de dichos ratones. 

 

Por otro lado, vamos a comprobar la respuesta en estos ratones cuando son tratados 

crónicamente con 10 mg/kg melatonina en el agua de bebida durante 9 meses. Para realizar 

este trabajo, los ratones se sacrificaron a los 5 y a los 10 meses de edad, ya que parece que 

entre los 3 y los 5 meses de edad los ratones SAMP8 muestran signos tempranos de estrés 

oxidativo comparados con los SAMR1 y es a los 11 meses de edad cuando esos signos serán 

más evidentes [Mory y cols., 1998; Butterfield y cols., 1997; Liu y Mori, 1993]. 

 

Por todo ello, consideramos conveniente ver las diferencias existentes en cuanto al 

estrés oxidativo mitocondrial cardiaco y diafragmático en hembras SAM, entre los 5 y 10 meses 

de edad, un periodo que puede marcar las diferencias entre ambos grupos en términos de 

daño oxidativo mitocondrial, así como la respuesta inflamatoria producida en estas cepas de 

ratones SAM. 
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11..--  EEFFEECCTTOOSS  DDEELL  EESSTTRRÉÉSS  OOXXIIDDAATTIIVVOO  YY  LLAA  BBIIOOEENNEERRGGÉÉTTIICCAA  

MMIITTOOCCOONNDDRRIIAALL  EENN  RRAATTOONNEESS  SSAAMMPP88  YY  SSAAMMRR11  HHEEMMBBRRAASS  

 

1.1.- Diafragma       (Exp Gerontol., 2007, Enviado)  

 
Como hemos visto anteriormente, el daño a la mitocondria como resultado de la 

generación intrínseca de radicales libres está teóricamente relacionado con el proceso de 

envejecimiento celular. En este caso vamos a estudiar parámetros de estrés oxidativo y 

bioenergética mitocondrial en diafragma de ratones hembras SAMR1 y SAMP8, así como el 

efecto del tratamiento crónico con melatonina en la función mitocondrial.  

 

El diafragma es el más importante músculo inspirador en mamíferos y juega un papel 

crítico en el mantenimiento de una adecuada ventilación alveolar. Desafortunadamente, se ha 

mostrado que la capacidad de generar la fuerza diafragmática disminuye con la edad [Bou-

Resli y cols., 1991; Criswell y cols., 1997; Gosselin y cols., 1994; Polkey y cols., 1997; Tolep y 

cols., 1995].  

 

El estrés oxidativo es una condición donde se altera el balance entre el estado redox 

oxidante y antioxidante (o reacciones de oxidación y reducción), inclinando el equilibrio hacia el 

estado oxidado [Sies, 1985]. De acuerdo con los resultados obtenidos, se demuestra la 

existencia de estrés oxidativo en mitocondrias diafragmáticas, tanto en SAMR1 y SAMP8, 

asociado al proceso de envejecimiento. Los ratones SAMP8 muestran un mayor daño oxidativo 

mitocondrial que los ratones SAMR1. Además, el tratamiento con aMT dado en el agua de 

bebida desde el primer hasta el noveno mes, contrarresta el daño oxidativo y la disfunción 

mitocondrial en los ratones SAMP8, y también  corrige las menores alteraciones observadas en 

los SAMR1. Como consecuencia de esos efectos, el tratamiento con aMT restaura la habilidad 

de la mitocondria para producir ATP. Una observación importante es que la administración 

exógena de aMT por largos periodos de tiempo, protege contra el estrés oxidativo y la 

disfunción mitocondrial a lo largo del proceso de envejecimiento, ya que no se observan 

efectos negativos asociados a este tratamiento. 

 

Múltiples líneas de evidencia sugieren que los ratones SAMP8 presentan un 

incremento de vulnerabilidad al daño oxidativo [Karbownik y cols., 2000]. Nosotros sugerimos 

que, especialmente a los 10 meses de edad, los ratones SAMP8 tienen un mayor estrés 

oxidativo diafragmático que los SAMR1. Este daño oxidativo en la mitocondria exige cambios 

en la LPO y GSH, daño a la ETC mitocondrial y déficit en la producción de ATP.  Nomura y 

cols., en 1989 observaron en el cerebro que la cantidad de LPO aumenta a los 11 meses de 
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edad en los SAMP8 comparado con los 3 meses de edad. En nuestro estudio encontramos que 

los niveles de LPO aumentaron significativamente en mitocondrias de los ratones SAMP8 a los 

10 meses, mientras que no cambiaron en el caso de los SAMR1. Estas diferencias pueden 

deberse al envejecimiento acelerado en los SAMP8 [Liu y Mori, 1993; Matsugo y cols., 2000; 

Nomura y cols., 1989]. El aumento de la LPO también está de acuerdo con la reducción de la 

fluidez de la membrana mitocondrial encontrada en hembras SAMP8 durante el envejecimiento 

[Yarian y cols., 2005]. Además, recientemente se ha encontrado que el MDA, un producto de la 

LPO, induce daño oxidativo a la aconitasa y ATP sintasa en corazón y músculo esquelético 

[Yarian y cols., 2005], un hecho que esta de acuerdo con la reducción en el contenido de ATP 

en las mitocondrias de SAMP8 a los 10 meses de edad. 

 

El sistema de defensa mitocondrial incluye la SOD y el ciclo del glutation. Cuando el 

O2
•- dismuta a H2O2, la GPx transforma H2O2 en H2O. En este proceso, GSH es oxidado a 

GSSG y la enzima GRd restaura los niveles de GSH. El estado redox del glutation de un tejido 

es dependiente de dos factores: de la cantidad de GSH y del ratio entre GSH y GSSG [Jones, 

2002; Droge, 2002]. Un aumento en el GSSG refleja el equilibrio entre la formación de GSSG y 

su reconversión a GSH, mientras que la ratio GSH:GSSG es indicativo del estado redox global. 

El GSH es un ubicuo tripéptido, la mayor fuerza reductora para mantener el equilibrio redox 

intracelular y regular las defensas celulares. Bajo condiciones normales, una baja carga 

oxidante y una alta actividad biosintética están asociadas con altos niveles de GSH. Esto 

ocurre bajo condiciones de restricción calórica que atenúan la tasa de producción mitocondrial 

de O2
•- y H2O2 [Sohal y cols., 1994; Rebrin y cols., 2003]. En nuestro estudio, ya a los 5 meses 

de edad, los ratones SAMP8 muestran un bajo ratio GSH:GSSG comparados con los SAMR1. 

Este hecho refleja una tendencia oxidante de la mitocondria debido a la alta producción de 

ROS en los SAMP8 [Rebrin y Sohal, 2004]. El contenido de glutation total en mitocondrias 

diafragmática disminuye en los SAMP8 a los 5 meses de edad comparados con los niveles de 

los SAMR1. Este cambio se debe fundamentalmente a la reducción de los niveles de GSH. Ya 

que la mitocondria no sintetiza GSH, su disminución se debe probablemente a una reducción 

del  transporte de GSH citosólico hacia la mitocondria, un hecho que también se ha observado 

para la SOD en ratones SAM [Park y cols., 1996]. 

 

 A los 5 meses de edad, la mitocondrias diafragmáticas de los SAMP8 tiende a 

aumentar la actividad de la GPx comparada con los SAMR1, reflejando una situación hacia la 

formación de peróxido de hidrógeno. La actividad de la GPx disminuye a los 10 meses de edad 

tanto en SAMR1 como en SAMP8. Por otro lado, la actividad de GRd disminuye tanto en 

SAMR1 como en SAMP8 a los 10 meses de edad. La enzima GRd es un sensible indicador del 

estrés oxidativo, que puede ser dañado irreversiblemente, reduciendo su habilidad para reciclar 
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GSH [Martín y cols., 2000a]. Otra vez más, nuestros datos vuelven a sugerir que los SAMP8 

están bajo un mayor estrés oxidativo que los SAMR1. 

Pero una cuestión importante es ver si estos signos de estrés oxidativo presentes en 

mitocondrias diafragmáticas son el preludio de un fallo mitocondrial. Para ello estudiamos la 

actividad de los complejos respiratorios y el contendido de nucleótidos en mitocondrias 

diafragmáticas en ratones SAM. 

 

Los resultados obtenidos muestran una disminución de la actividad de los complejos 

respiratorios II, III y IV en mitocondrias  diafragmáticas de los SAMP8 y SAMR1. Tanto a los 5 

como a los 10 meses de edad, la actividad de los complejos  III y IV disminuyeron en los 

SAMP8 comparados con los SAMR1. Esto demuestra que el daño asociado al envejecimiento 

es mayor en mitocondrias de los SAMP8, probablemente debido a un mayor daño en esta 

organela como resultado de un desacoplamiento causado por un daño a la membrana 

[Nakahara y cols., 1998]. De acuerdo con esta hipótesis estaría el aumento de los niveles de 

LPO observado en las mitocondrias de los SAMP8 a los 10 meses de edad.  

 

El hecho más importante en este trabajo es el papel de la aMT en la reducción del daño 

oxidativo mitocondrial. Muchos estudios han demostrado que la administración aguda de aMT, 

un antioxidante y depurador de radicales libres [Tan y cols., 2000a,b, 2002; Turjanski y cols., 

2001; Antolin y cols., 1996] contrarresta las deficiencias mitocondriales en los ratones SAM 

[Okatani y cols., 2002a,b,c]. La aMT es un depurador de radicales libres y debe considerarse 

como un componente del sistema antioxidante endógeno [Reiter y cols., 1998, 2000]. Una 

molécula de aMT puede depurar 2 moléculas de radicales libres, bien un radical hidroxilo y un 

anión superóxido o dos radicales hidroxilos [Nishikawa y cols., 1998; Castillo y cols., 2005]. 

Además, la aMT es una molécula lipofílica, lo que le permite cruzar las membranas celulares, 

enriqueciendo los compartimentos intracelulares [Costa y cols., 1997; Menéndez-Peláez y 

cols., 1993a]. Experimentos  tanto in vitro como in vivo, han demostrado que la aMT influencia 

la homeostasis mitocondrial. Bajo condiciones normales, la aMT reduce los niveles de 

hidroperóxido mitocondrial y estimula la actividad de dos enzimas envueltas en el balance 

GSH-GSSG, como GPx y GRd [Martín y cols., 2000; Acuña-Castroviejo y cols., 2001]. Así, la 

aMT aumenta la actividad de  los complejos de la ETC [Escames y cols., 2005; Martín y cols., 

2002; López y cols.,  2006] y, en consecuencia, aumenta la producción de ATP.   

 

Los resultados obtenidos muestran cómo la administración crónica de aMT en los 

SAMP8 previene la disfunción mitocondrial como resultado del estrés oxidativo. De hecho, la 

aMT reduce la LPO en mitocondrias diafragmáticas incluso por debajo de los valores 

encontrados a los 5 meses de edad tanto en SAMR1 como en SAMP8. Como hemos visto, la 
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aMT es una molécula lipofílica que cruza las membranas celulares con facilidad enriqueciendo 

los compartimentos subcelulares [Menéndez-Peláez y cols, 1993a], incluyendo la mitocondria, 

donde puede acumularse a altas concentraciones [Acuña-Castroviejo y cols., 2003]. Además, 

la aMT interacciona con los lípidos de membrana [Costa y cols., 1997] y estabiliza la membrana 

interna mitocondrial [García y cols., 1999]. Por lo que en esta posición la aMT estaría bien 

situada para actuar como depurador de radicales libres y así las membranas podrán resistir el 

daño oxidativo.  

 

La capacidad antioxidante de  la aMT también se refleja por el significativo aumento de 

la ratio GSH:GSSG en SAMR1 y SAMP8. Este efecto y su habilidad para elevar el contenido 

del glutation total en la mitocondria, principalmente debido a una elevación del GSH, pueden 

estar relacionados con el efecto estimulante de la aMT sobre la actividad de la gamma-

glutanilcisteina sintetasa, la enzima reguladora de la síntesis del GSH [Barrientos, 2002]. 

Además, la aMT aumentó la actividad de GPx y GRd en SAMP8, incluso por encima de los 

valores a los 5 meses de edad, elevando su biodisponibilidad en la mitocondria. 

 

Además, el tratamiento crónico con aMT mejora la actividad de la ETC, especialmente 

en los SAMP8. Por otro lado, los SAMP8 presentan un aumento de los niveles mitocondriales 

de ATP y de la ratio ATP/ADP. Estos datos están avalados por numerosos estudios que indican 

un efecto importante de la aMT sobre la actividad de la cadena respiratoria [Martín y cols., 

2000b, 2002; Escames y cols., 2005; López y cols., 2006]. 

 

 En general, los resultados sugieren que el estrés oxidativo debido a la generación de 

radicales libres combinado con una pérdida en la eficiencia de los sistemas de defensa contra 

el estrés oxidativo puede resultar en la alteración de la función mitocondrial observada en los 

SAMP8. Estas observaciones estarían de acuerdo con las predicciones hechas por la teoría 

mitocondrial del envejecimiento [Miquel, 1998]. El aumento del estrés oxidativo con la edad 

puede deberse a una reducción de los niveles de aMT en diferentes tejidos en los SAMP8, 

como se ha demostrado recientemente [Lardone y cols., 2006]. En consecuencia, es lógico 

suponer que el tratamiento suplementario crónico con aMT  en el agua de bebida va a prevenir 

la disfunción mitocondrial asociada a la edad, que es más evidente en los SAMP8 que en los 

SAMR1. Estos datos sugieren que el uso de aMT debe mejorar las alteraciones mitocondriales 

relativas a la edad en humanos. 
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1.2.- Corazón       (Free Radic Res., 41:15-24, 2006) 

 
El otro órgano que hemos estudiado para evaluar el daño mitocondrial asociado al 

envejecimiento es el corazón. Su elevada actividad energética durante la vida implica una 

elevada producción de radicales libres, que deben ser eficazmente neutralizados para 

mantener su función. Pero a su vez, el envejecimiento puede afectar a los mecanismos 

cardíacos de defensa antioxidante, disminuyendo la capacidad de producir ATP y, por tanto, la 

eficiencia cardiaca. 

 

Nuestros resultados muestran cómo la LPO aumenta en mitocondrias cardiacas en 

ratones SAMP8 hembras durante el envejecimiento, mientras que no cambia en el caso de los 

SAMR1 a la misma edad. Esta diferencia puede reflejar la alta generación de ROS en este 

grupo debido al envejecimiento acelerado [Liu y Mori, 1993; Matsugo y cols., 2000; Nomura y 

cols., 1989]. El aumento de la LPO es también consistente con la reducción de la fluidez de la 

membrana encontrada durante el envejecimiento en hembras SAMP8 [Karbownik y cols., 

2000]. Además, como ya vimos, el daño inducido por el MDA, un producto de la LPO, sobre la 

aconitasa y la ATP sintasa en corazón y músculo esquelético [Yarian y cols., 2005], puede 

explicar la reducción en el contenido de ATP en las mitocondrias de SAMP8 a los 10 meses de 

edad observado en nuestro estudio.  

 

Por otro lado, la ratio GSH:GSSG, que refleja el estado redox de un tejido [Jones, 2002;  

Droge, 2002], disminuye en ratones SAMP8 a los 5 meses de edad comparados con los 

SAMR1, diferencia que se mantiene a los 10 meses de edad. Este hecho vuelve a reflejar una 

tendencia oxidante en la mitocondria debido a la alta producción de ROS en los SAMP8 [Rebrin 

y Sohal, 2004]. En cuanto al contenido del glutation total, en mitocondrias de corazón, 

generalmente disminuye en los SAMP8 a los 5 meses de edad comparado con los niveles 

observados en los SAMR1, lo que depende de la disminución de los niveles del GSH 

mitocondrial. Al igual que comentamos para el diafragma, ya que la mitocondria no sintetiza 

GSH, su descenso probablemente dependa de un bajo transporte del GSH desde el citosol, 

como ocurre en otros casos. 

 

 En relación a los enzimas del ciclo del glutation, a los 5 meses de edad las 

mitocondrias cardiacas de los SAMP8 presentan una mayor actividad de la GPx que los 

SAMR1, reflejando mayor producción de peróxido. En consecuencia, el  déficit en el GSH 

encontrado a los 10 meses de edad en SAMP8 refleja la reducción de la actividad de GPx. La 

actividad de la GRd es menor en SAMP8 que en SAMR1 tanto a los 5 como a los 10 meses de 
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edad. Otra vez más, nuestros resultados sugieren que los ratones SAMP8 están bajo un mayor 

estrés oxidativo que los SAMR1. 

 

Otra cuestión importante es ver si esos signos de estrés oxidativo presentes en 

mitocondrias cardiacas de los ratones SAMP8 son el preludio de fallo mitocondrial y si es así, si 

pueden ser en parte responsables del acortamiento de la esperanza de vida en los ratones 

SAMP8 comparados con los SAMR1.  

 

Junto a la inducción de ROS en la mitocondria, la tiolación de proteínas puede 

representar un evento subsiguiente responsable de muchas de las alteraciones incluyendo el 

daño bioenergético que aparecerá más tarde [Rebrin y Sohal, 2004]. Esas alteraciones pueden 

subyacer al daño a la respiración mitocondrial que se observa en mitocondrias de hígado. Se 

ha calculado que a los 18 meses de edad, las mitocondrias hepáticas de los ratones SAMP8 

son incapaces de producir suficiente cantidad de ATP para el metabolismo normal de la célula 

[Nakahara y cols., 1998]. En el presente estudio encontramos una reducción relacionada con la 

edad de la actividad de los complejos respiratorios II, III y IV en mitocondrias de corazón de 

SAMP8, mientras que únicamente la actividad del complejo II disminuyó en los SAMR1. A los 5 

meses de edad, la actividad de los cuatro complejos de la ETC fueron similares tanto en 

SAMR1 como en SAMP8; por lo que el daño asociado a este proceso de envejecimiento es 

mayor en mitocondrias de los SAMP8 que en los SAMR1, posiblemente como resultado de un 

desacoplamiento causado por el daño a la membrana [Nakahara y cols., 1998]. El aumento de 

los niveles de LPO en las mitocondrias de los ratones SAMP8 a los 10 meses de edad apoya 

esta hipótesis. El daño a la ETC está relacionado con la reducción en la síntesis de ATP 

medida en los SAMP8 a los 10 meses de edad, hecho que no ocurre en el caso de los SAMR1. 

 

Las propiedades antioxidantes de la aMT, especialmente para reducir el daño oxidativo 

mitocondrial, se han confirmado en nuestro estudio. En efecto, muchos estudios han 

demostrado que  la administración aguda de aMT, un antioxidante y depurador de radicales 

libres [Antolin y cols., 1996; Tan y cols., 1993, 2000a,b, 2002], contrarresta las deficiencias 

mitocondriales encontradas en ratones SAM [Okatani y cols., 2002a,b,c]. In vitro, 

concentraciones nanomolares de aMT normalizaron el contenido de GSH y aumentaron la 

actividad de enzimas antioxidantes incluyendo GPx y GRd en mitocondrias depleccionadas de 

GSH [Martín y cols., 2000a; Acuña-Castroviejo y cols., 2001]. Además, hemos visto que 

también estimula la actividad de los complejos de la ETC tanto in vivo como in vitro [Escames y 

cols., 2005; Martín y cols., 2002; López LC y cols., 2006], y la producción de ATP [Martín y 

cols., 2002; Castillo y cols., 2005]. 
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La administración de aMT reduce la LPO en mitocondrias cardiacas por debajo de los 

valores encontrados a los 5 meses de edad, no sólo en los SAMP8 también en los SAMR1. 

Este efecto depende de la capacidad lipofílica de la aMT, que le permite intercalarse entre las 

cabezas polares de los fosfolipidos de membrana [Bongiorno y cols., 2005].  

 

La habilidad antioxidante de la aMT también se refleja en el significativo aumento de la  

ratio GSH:GSSG en los ratones SAMR1 y SAMP8. Estos efectos de la aMT se acompañaron 

de un aumento del contenido del glutation total, principalmente debido a una elevación del 

GSH. De nuevo aquí podemos sugerir un efecto estimulante de la aMT sobre la síntesis de 

GSH [Urata y cols., 1999]. Por otra parte, la aMT aumenta la actividad de la GPx y GRd en 

ratones SAMP8, elevando la biodisponibilidad del GSH para la mitocondria. 

Un hecho interesante es que la aMT reduce la actividad de la GPx en ratones SAMR1. 

La aMT es un depurador directo de radicales libres, y muchos experimentos documentan que 

puede ser sustituta del GSH. Es el caso de la prevención de cataratas por la aMT que ocurre 

en ausencia de GSH, después de que la síntesis del tiol ha sido iniciada por butiomina 

sulfoximina [Siu y cols., 2006]. Así, en presencia de bajo estrés oxidativo y alta cantidad de 

aMT, que es probablemente la situación de los SAMR1 tratados con el indol, la aMT depura un 

número suficiente de radicales libres resultando en una reducción en el sistema GPx-GSH. 

 

Una consecuencia adicional, pero no menos importante, de la administración crónica 

de aMT es la mejora de la actividad de la ETC. Si se exceptúa el complejo II, la aMT aumenta 

la actividad de los restantes complejos, especialmente en los ratones SAMP8. Además, las 

mitocondrias de estos ratones presentan un aumento de los niveles mitocondriales de ATP y en 

el ratio ATP/ADP. Numerosos estudios han demostrado que la aMT realza la función de la ETC 

[Martín y cols., 2000b, 2002; Escames y cols., 2005; López y cols., 2006]. Los mecanismos 

subyacentes de esta acción no se conocen bien, pero su repercusión es que la aMT puede 

elevar la eficiencia de la fosforilación oxidativo y la síntesis de ATP [Martín y cols., 2002; 

Castillo y cols., 2005]. Así, los efectos de la administración crónica de aMT podrían estar 

acompañados de una mejora en la función cardiaca y en la supervivencia de los ratones. 

Aunque no hemos medido ningún parámetro de la función del corazón después de la 

administración de aMT, la mejora bioenergética que supuso el tratamiento con aMT debe 

reflejarse en un adecuado mantenimiento de la contractilidad miocárdica.  

 

En resumen, estos resultados revelan que los ratones SAMP8 muestran mayores 

niveles de daño oxidativo y daño en la cadena respiratoria mitocondrial comparados con los 

SAMR1. Estos datos, junto a los obtenidos en mitocondrias de diafragma, apoyan las 

predicciones hechas por la hipótesis del estrés oxidativo mitocondrial en el envejecimiento 



                      Discusión    

    
     
 

      89 

[Miquel., 1998]. Por otro lado, el tratamiento suplementario crónico con aMT en el agua de 

bebida fue muy eficaz para contrarrestar el daño en la función mitocondrial asociada al 

envejecimiento, que es más evidente en el caso de los corazones de ratones SAMP8 que en 

los SAMR1.  

 

1.3.- Estudio comparativo de los resultados obtenidos en mitocondrias 
de corazón y diafragma 

 
Aunque el envejecimiento es un proceso que depende en gran medida de la producción 

de radicales libres, no todos los órganos y tejidos envejecen al mismo tiempo, ya que ni 

producen la misma cantidad de radicales libres ni tienen la misma eficacia de sus sistemas de 

defensa antioxidante. Por ello, hemos comparado aquí si el envejecimiento afecta de manera 

diferente a las mitocondrias de los dos tejidos estudiados, diafragma y corazón. Asimismo, 

comparamos también la eficacia del tratamiento crónico con aMT sobre la función de dichas 

mitocondrias.  

 

En cuanto a los parámetros de estrés oxidativo (Tabla 3), los datos obtenidos de la 

comparación entre corazón y diafragma pueden ser agrupados en dos características 

principales: 

 

 

a) las mitocondrias de diafragma muestran un menor estrés oxidativo que las de 

corazón en términos de niveles de LPO, aunque tienen una menor ratio 

GSH:GSSG. 

 

b) las actividades de las enzimas GPx y GRd son mayores en el diafragma que en 

el corazón. 

 

 

Las diferencias observadas en la ratio GSH:GSSG indican que existen diferentes 

estados redox en mitocondrias de diferentes tejidos, como se había sugerido anteriormente 

[Rebrin y Sohal, 2004]. En conjunto, estos parámetros nos indican que las mitocondrias 

diafragmáticas están mejor protegidas contra el estrés oxidativo que las de corazón. Las 

diferencias entre los tejidos en términos de resistencia al estrés oxidativo son importantes y 

pueden estar relacionadas con la función de esos tejidos. Ambos, corazón y diafragma, son 

músculos que operan rítmicamente, aunque la frecuencia de contracciones del músculo 

cardiaco es entre 3-4 veces mayor que la del diafragma. Esto significa que la producción de 
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ROS/RNS en mitocondrias de corazón será mayor que en las del diafragma. Aunque por este 

motivo el corazón debería tener un sistema antioxidante más eficiente, nuestros resultados 

muestran que el diafragma está más protegido frente al estrés oxidativo que el corazón, lo cual 

también puede depender de esa menor producción de radicales libres.  

 

Otra cuestión importante es ver si esos signos, más abundantes, de estrés oxidativo 

presentes en mitocondrias cardiacas en ratones SAM son el preludio de fallo mitocondrial. La 

producción de ROS/RNS en la mitocondria, conlleva una tiolación de proteínas, que a su vez 

altera la función de éstas, lo que se reflejará en el daño bioenergético que aparecerá más tarde 

[Rebrin y Sohal, 2004]. Estas alteraciones pueden ser la base del daño de la CTE. En nuestro 

estudio hemos medido la actividad de los complejos respiratorios I, II, III y IV; así como el 

contenido de ATP (Tabla 4). Los resultados muestran la existencia de una mayor disminución 

de la actividad de todos los complejos respiratorios en mitocondrias cardiacas con respecto a 

las diafragmáticas, mientras que el contenido de ATP y el ratio ATP/ADP se mantiene. Estos 

datos nos indican también una mayor tendencia a la disfunción bioenergética mitocondrial en el 

caso del corazón.  

 

Los resultados de este estudio indican que las mitocondrias cardiacas están peor 

protegidas frente al estrés oxidativo y la bioenergética mitocondrial durante el envejecimiento 

en ratones SAM. Independientemente de esas diferencias, los resultados también indican la 

presencia de signos importantes de estrés oxidativo y disfunción mitocondrial en ambos tejidos, 

lo que puede estar relacionado directamente con una reducción en la funcionalidad de estos 

tejidos. 
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22..--  RESPUESTA INFLAMATORIA PRODUCIDA DURANTE EL 
ENVEJECIMIENTO EN RATONES MACHOS Y HEMBRAS SAMR1 Y SAMP8 
(J Pineal Res., Doi:10.1111/j.1600-079X.2006.00416.x, 2006)  

 
El objetivo principal de este estudio es evaluar la presencia de un proceso inflamatorio 

durante el envejecimiento, así como el papel anti-inflamatorio de la administración crónica de 

aMT. Nuestro estudio indica un aumento de citoquinas pro-inflamatorias, principalmente, INF-γ 

y TNF-α, en plasma de ratones SAMR1 y SAMP8 a los 10 meses de edad. Además, el 

tratamiento con aMT dado en el agua de bebida desde el primer mes y continuando hasta el 

noveno, contrarresta totalmente dicho aumento. Este proceso inflamatorio asociado al 

envejecimiento conlleva una elevación de los niveles de nitritos, que también son reducidos 

después de la administración de aMT. Estos resultados apoyan el concepto de que la aMT no 

sólo tiene un efecto antioxidante importante, sino que también ejerce un potente efecto anti-

inflamatorio. Ambos efectos son la base del efecto protector de la aMT frente al envejecimiento.  

 

El envejecimiento es un proceso multifactorial relacionado con el estrés oxidativo y 

nitrosativo. El proceso inflamatorio es un mecanismo protector fisiológico que actúa en 

respuesta a un daño celular o destrucción de tejidos. Así, el daño celular por los radicales libres 

durante el envejecimiento puede inducir una respuesta crónica pro-inflamatoria. Como se ha 

visto recientemente con el mismo paradigma experimental, los ratones SAMP8 muestran un 

aumento del daño oxidativo, resultando en una disfunción asociada con el envejecimiento 

acelerado [Rodríguez y cols., 2006; Canudas y cols., 2005; Nogués y cols., 2006]. Aquí se 

pretende estudiar si el estrés oxidativo está acompañado por un estado inflamatorio, midiendo 

los niveles de nitritos y citoquinas pro-inflamatorias como IL-1β, IL-2, INF-γ, TNF-α y GM-CSF 

en plasma, que promueven la inflamación y los niveles de citoquinas anti-inflamatorias como IL-

4, IL-5 y IL-10 que suprimen la actividad de citoquinas pro-inflamatorias. Muchos procesos 

inflamatorios están asociados con efectos citotóxicos semejantes. La iNOS se expresa 

típicamente en respuesta a un estímulo inmunológico y produce nanomoles, más que 

picomoles de NO•, que son los niveles en reposo. El NO• puede actuar como una molécula 

citostática y citotóxica para bacterias, hongos, helmintos y organismos protozoarios así como 

en células tumorales. Como consecuencia de la inducción de la iNOS, se producen altos 

niveles de NO• y ONOO- (formados de la reacción entre el NO• y O2-•), estos últimos 

particularmente citotóxicos [Floydra y cols., 2000]. La producción de NO es múltiple y puede 

resultar de una respuesta inmune contra la activación de macrófagos y células tumorales, por 

la inducción de iNOS en células tumorales por ellos mismos, o de la vasodilatación de las 

células sanguíneas por citoquinas pro-inflamatorias, a consecuencia de la activación de la NOS 

endotelial  (eNOS). Las citoquinas también pueden afectar a la producción de NO• por la NOS 
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neuronal (nNOS), que puede inhibirse por antioxidantes y/o por anti-inflamatorios incluyendo la 

aMT y sus metabolitos [León y cols., 2006; Mayo y cols., 2005]. Nuestros datos muestran que 

los niveles de nitritos aumentan en SAMR1 y SAMP8 a los 10 meses de edad. También, los 

niveles de citoquinas pro-inflamatorias como INF-γ y TNF-α aumentaron significativamente a 

los 10 meses de edad. INF-γ es considerado una citokina pro-inflamatoria porque realza la 

actividad de TNF-α e induce iNOS y NO•. IL-1β y TNF-α son inductores de moléculas de 

adhesión endoteliales, que son esenciales para la adhesión de leucocitos a la superficie 

endotelial antes de la migración en los tejidos. En este respecto, se ha visto que los ratones 

SAM tienen una expresión elevada de IL-1β, TNF-α y IL-6 a los 10 meses de edad, 

especialmente en el hipocampo, un hecho que está relacionado con la disfunción neuronal y/o 

deficiencias de aprendizaje y memoria encontradas en los ratones SAMP8 [Kyikiytha y cols., 

2000]. El incremento de estas citoquinas pro-inflamatorias puede ser debido al bloqueo de las 

anti-inflamatorias como IL-4 y IL-10, que suprimen la producción de IL-1β y TNF- α. Se piensa 

que el balance o equilibrio entre citoquinas pro- y anti-inflamatorias determinan el resultado de 

la enfermedad. Esto también sería aplicable al envejecimiento. De hecho, nuestros resultados 

muestran que los niveles de citoquinas anti-inflamatorias disminuyeron a los 10 meses de 

edad. Estos datos indican una condición patológica de los ratones SAM a lo largo de la edad, 

porque las citoquinas anti-inflamatorias proveen un control insuficiente sobre las pro-

inflamatorias. 

 

En los últimos años se le ha dedicado mucha atención a la posible interacción entre la 

aMT y el sistema inmune [Carrillo-Vico y cols., 2006; García-Mauriño y cols., 1997; Esquifino y 

cols., 2004]. Lissoni y colaboradores [Lissoni y cols., 1997] proponen que la melatonina es un 

potente agente anti-inflamatorio. Ya que los radicales libres están relacionados con el proceso 

inflamatorio, la administración de aMT puede tener un efecto beneficioso doble, al reducir el 

estrés oxidativo y la inflamación [Reiter y cols., 2001, 2003; Acuña-Castroviejo y cols., 2001; 

León y cols., 2005]. Se ha propuesta que la aMT regula el sistema inmune al afectar a la 

producción de citoquinas en las células inmunocompetentes [García-Mauriño y cols., 1997]. 

 

Los ROS juegan un papel importante en la regulación de las  citoquinas ya que la aMT 

inhibe las citoquinas pro-inflamatorias TNF-α y IL-1β en la inflamación aguda y en la lesión 

post-isquemia reperfusión [Carrillo-Vico y cols., 2006; García-Mauriño y cols., 1997]. La aMT 

también estimula la producción de los precursores de granulocitos y macrófagos (GM-CFU) y 

tiene una acción estimuladora de la hematopoyesis [Maestroni y cols., 1996]. Además, la aMT 

inhibe la expresión de la iNOS e inhibe directamente la actividad catalítica de la nNOS [León y 

cols., 2000, 2006; Escames y cols., 2003, 2006], depura ONOO- [Allegra y cols., 2003; 

Guenther y cols., 2005]. Aunque la aMT tiene cierta capacidad para depurar NO•, su efecto 
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principal para reducir los niveles de NO• depende de su capacidad para inhibir la NOS. En este 

sentido, la aMT inhibe la expresión de la iNOS en macrófagos activados con LPS por la 

inhibición de la activación de NFκB [Mayo, 2005; Escames y cols., 2003, 2006; Crespo y cols., 

1999]. En conexión con estas propiedades anti-inflamatorias, encontramos que la aMT redujo 

la producción de citoquinas pro-inflamatorias incluyendo TNF-α, INF-γ; IL-2 y GM-CSF en los 

ratones SAM. Es probable que el papel anti-inflamatorio de la aMT le haga innecesario el 

aumento de citoquinas anti-inflamatorias IL-4, IL-5 e IL-10, porque la propiedad de esta 

indolamina es suficiente para compensar el proceso inflamatorio durante el envejecimiento.  

 

33..--  CCOOMMEENNTTAARRIIOOSS  FFIINNAALLEESS  

 

Aquí debemos hacer dos comentarios adicionales. Primero, no se encontraron 

diferencias importantes entre hembras y machos en los parámetros estudiados. Por tanto, el 

papel antioxidante y neuroprotector achacado a los estrógenos parece no ser suficiente para 

ejercer un efecto significativo a los 10 meses de edad. En segundo lugar, no se detectan 

diferencias significativas entre las citoquinas y/o los niveles de nitritos entre SAMR1 y SAMP8. 

Estos datos sugieren que el proceso inflamatorio que subyace al envejecimiento en los ratones 

SAMP8 es similar al de los SAMR1 al menos hasta los 10 meses de edad. Probablemente 

estas diferencias en los parámetros medidos aparezcan más tarde en los SAMP8 comparados 

con los SAMR1. 

 

La aMT se comporta como una molécula excepcional contra el envejecimiento, a causa 

de sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias. Los efectos beneficiosos de la 

administración cronica de aMT frente al envejecimiento aquí descritos y en trabajos anteriores 

[Rodríguez y cols., 2006; Canudas y cols., 2005; Nogués y cols., 2006; Reiter y cols., 2002b], 

junto a la reducción de la producción de aMT pineal y extrapineal en ratones SAM durante el 

envejecimiento [Reiter, 1992; Lardone y cols., 2006],  proporciona una base experimental 

importante para relacionar los niveles de aMT y el estrés oxidativo/nitrosativo del 

envejecimiento. Es por esto por lo que la administración de aMT tiene aplicabilidad clínica 

potencial para algunos desórdenes relacionados con la edad.  

 

Por otro lado, nuestros resultados revelan que los ratones SAMP8 muestran mayores 

niveles de daño oxidativo y daño en la cadena respiratoria mitocondrial que los SAMR1. Estos 

datos avalan las predicciones hechas por la hipótesis del estrés oxidativo mitocondrial en el 

envejecimiento [Miquel, 1998]. Se ha descrito que los antioxidantes en la dieta aumentan el 

contenido mitocondrial de GSH y en la ratio GSH:GSSG [Sastre y cols., 1998; Rebrin y cols., 
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2005]. Sin embargo, sólo una dieta suplementada con diferentes tipos de antioxidantes es útil 

para provocar esos efectos [Rebrin y cols., 2005]. Nosotros, con nuestro estudio, demostramos 

que la aMT, administrada regularmente, es capaz  por si sola y sin necesidad de otro 

antioxidante, de contrarrestar el estrés oxidativo y nitrosativo producido durante el 

envejecimiento. Además, a diferencia de otros antioxidantes, la aMT también contrarresta la 

inflamación dependiente del propio envejecimiento. En definitiva, consideramos que la aMT es 

un antioxidante/anti-inflamatorio excepcional cuyo uso regular ayudará significativamente en el 

mantenimiento de un saludable proceso de envejecimiento. 
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1ª Se aprecian evidencias significativas de estrés oxidativo y daño en la cadena 

respiratoria en mitocondrias de corazón y diafragma a los 10 meses de edad, lo 

que apoya la Teoría Mitocondrial del Envejecimiento. Especialmente a los 10 

meses de edad, los ratones SAMP8 muestran mayor daño en mitocondrias de 

corazón y diafragma que los SAMR1. 

 

2ª El envejecimiento en los ratones SAM se asocia también a una reacción 

inflamatoria, dando lugar a un aumento de NO• y citoquinas pro-inflamatorias. 

 

3ª La administración exógena de aMT desde el destete impide el deterioro de la 

función mitocondrial asociada al envejecimiento, ya que contrarresta el estrés 

oxidativo hasta niveles incluso por debajo de los encontrados a los 5 meses de 

edad.  

  

4ª La administración crónica de aMT en el agua de bebida contrarresta también el 

estrés nitrosativo y la reacción inflamatoria del envejecimiento. A este respecto, 

la aMT se comporta como una molécula excepcional frente al envejecimiento, a 

causa de sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias. 

 

 5ª En consecuencia, el envejecimiento debe ser considerado no sólo bajo la 

Teoría Mitocondrial del Envejecimiento, por los radicales de oxígeno, sino 

también como consecuencia de un proceso inflamatorio y daño por radicales de 

nitrógeno. Es por ello por lo que se debe considerar el envejecimiento bajo una 

Teoría Inflamatoria-Mitocondrial que aquí proponemos.  

 

6ª La mejoría de la bioenergética mitocondrial, y la reducción de la inflamación 

debidas a la aMT sugieren que su administración podría ser beneficiosa para 

retrasar dichos fenómenos asociados al envejecimiento humano.  
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