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El proceso de envejecimiento no sélo se resume a aspectos fisiologicos. Hay
que considerar aspectos, socio-econdomicos, politicos, demograficos, entre otros. Por su
complejidad, requiere el estudio de varias ciencias, sean en el campo biologico o
humano. Tal fendmeno recurre toda la historia de la humanidad, donde se observan
caracteristicas diferentes de acuerdo con la cultura analizada, el tiempo y el espacio
cogidos para el analisis. El tema surge como fendmeno social de alta relevancia a partir
del ultimo siglo, que fue testigo del aumento de la expectativa de vida, del avanzo de
las ciencias médicas, del saneamiento basico, de la tecnologia en general, sobretodo en
los paises del llamado Primero Mundo. Las condiciones objetivas de vida interfieren
directamente sobre el envejecimiento, tanto cuantitativamente a la expectativa de vida,
cuanto cualitativamente a través de la politica social. En los paises desarrollados,
incluyendo algunos europeos (Reino-Unido, Alemania, Espana, Francia, Dinamarca;
Noruega, Suiza, Suecia, entre otros), Japon y Estados Unidos de América, las personas
de tercera edad cuentan con programas y servicios sociales, que les garantiza una vejez
como minimo digna.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) tiene parametros diferenciados
para el inicio del proceso de envejecimiento. Considera, desde 1982, que su comienzo
en los paises desarrollados se procesa a los 65 afos y a los 60 afios en los paises en
desarrollo.

De todas formas, no podemos olvidarnos del componente fisiologico de
envejecimiento. La formacion de los radicales libres, la generacion del dafio oxidativo,
los mecanismos de defensa corporales, asi como la utilizacién de los antioxidantes
como medicinas efectivas de combate a las lesiones y enfermedades relacionadas serdn
elucidados en los topicos siguientes de este trabajo.

La actuacion del medio ambiente sobre la formacion de los radicales libres
es otro aspecto importante. Actualmente, la proliferacion de descubrimientos sobre la
formacion, accidn e inactivacion de los radicales libres es muy grande. Desde del punto
de vista cientifico, la elucidacion de esos procesos permitiria establecer cudles serian los
cambios de comportamiento, importantes y necesarios, a los que deberia someterse
nuestra sociedad, para reducir el estrés celular y su consecuente envejecimiento.
Independientemente de las investigaciones, ;serd que los sencillos descubrimientos y
elucidacion de los mecanismos que promueven el dafio celular son suficientes para
condicionar el cambio de comportamiento de la sociedad?

Hoy en dia, ni solo los atletas, pero si todos los seres humanos, estamos
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insertos en un contexto social donde el trabajo es mas importante que la salud del
individuo. Cada dia mas, los habitos alimentarios estan convirtiéndose en verdaderas
pesadillas desde en punto de vista médico, y consecuentemente, de la salud. La
ingestion diaria de alimentos ricos en grasas, conservantes, acidulantes, espesantes, etc.,
es cada vez mas frecuente. Ese factor aliado al estrés cotidiano, las cobranzas
profesionales, la inseguridad de la vida en las grandes ciudades, la violencia social, las
facturas de fin de mes, las responsabilidades familiares, el trafico, en fin, el “estrés
social”, hace que nos desgastemos psiquico y fisicamente.

De esa forma, parece inminente que la produccion de los radicales libres y
del estrés oxidativo, con consecuente envejecimiento y dafio celular no podra ser
frenada. A nuestro lado estan los antioxidantes, y con ellos se puede mejorar la calidad
de vida. Por un lado es verdad: la utilizacién de antioxidantes es positiva para prevenir y
algunas veces tratar varios tipos de enfermedades, como el alzheimer, problemas
cardiacos, cancer, diabetes mellitus, lupus eritrematoso sistémico, problemas
respiratorios, etc., o sea, en general las enfermedades donde se procesan los dafios
oxidativos por la formacion o presencia de formas reactivas del oxigeno (sobretodo el
perdxido de hidrogeno y el anidén superdxido). Por otro lado, podemos afirmar que una
de las causas del envejecimiento (y dafio celular) se origina por nuestra organizacion
social que no permite que los seres humanos disfruten satisfactoriamente de la vida, que
no proporciona a la humanidad el derecho de vivir con la tranquilidad y el bienestar que
merecen. Asi, una vez mas se puede afirmar que no adelanta tratar Unica y
exclusivamente los sintomas de una enfermedad, y tampoco prevenirla sin tener en
cuenta el ambiente en que se vive.

El objetivo principal de ese trabajo, por lo tanto, es determinar la
susceptibilidad de las mitocondrias de corazon a las alteraciones oxidativas asociadas al
envejecimiento a partir de la administracion de una dieta isocaldricas, conteniendo
fuentes de grasa diferentes. Las dos fuentes lipidicas en cuestion son: aceite de oliva
virgen, que presenta fundamentalmente en su constitucion acido oleico,
monoinsaturado, menos propenso al efecto oxidativo dafino. La segunda fuente es el
aceite de girasol, compuesto basicamente por dacido linoleico poliinsaturado.
Observaremos paralelamente, la formacion de radicales libres, dafios oxidativos, la
efectividad de la cadena de transporte electronica y el efecto protector contra el dafio
oxidativo por la administracion de coenzima Q.

A partir del objetivo central podemos citar algunos objetivos secundarios
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que estan implicitos a partir de que fue expuesto:

e Estudiar el efecto sobre las membranas fosfolipidicas de la
administracion de dietas de fuentes grasas distinta, a parte de elucidar la accion de la
coenzima Qo y la posible incrementacion de su efecto enddgeno.

e Buscar indicadores que determinen la real importancia de las

manipulaciones dietéticas.

El trabajo en si, como mencionado, realiza un estudio con ratas con la
justificacion de la necesidad de andlisis de tejidos vivos (corazon) de forma que es
imposible que sean analizados de una fuente humana.

Una vez contrastados, clasificados y articulados todos los datos encontrados
sobre el asunto, dejamos que estos hablen por si solos. Esto no significa que los datos
hablaran por si solos, pero si que deberan hablar a partir de las investigaciones hechas
en este estudio. Ademas, se pretende organizar y realizar la exposicion de esta
investigacion lo mas fielmente posible a los datos encontrados y articulados, como
accion y pensamiento, siendo ésta, una de las maneras de buscar la verdad y de
demostrarla.

Finalizando, debe afiadirse que este proyecto se constituyd en un esfuerzo,
todavia preliminar en cuanto a su reflexion, sobre el tema propuesto, para el estudio, ya
sea como punto de partida o bien como ya se hace. Asi, éste sufrié adaptaciones y
correcciones en el transcurso de la investigacion, para: a) establecer con mayor
precision el tiempo necesario de su ejecucion, b) especificar el objetivo deseado, asi

como definirlo con una mayor precision en la manera de lograrlo.
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2.1. Definicion y principios del envejecimiento

El envejecimiento es un proceso unico ¢ individual que ocurre en cada
persona. Se relaciona necesariamente a factores sociales, culturales e historicos, que
tienen un impacto social relevante, pues envuelve historicamente la tercera edad de
varias generaciones.

Por su caracter multifacético, el envejecimiento abarca multiplas abordajes:
fisicas, emocionales, sociales, econdmicas, politicas, ideologicas, culturales, histdricas,
entre otras. La conjuntura marca las diversas formas de vivir y de conocer el
envejecimiento, asi como las determinaciones culturales toman formas diferenciadas en
el tiempo y espacio.

Otro diferencial se refiere a la posicion social que los individuos ocupan.
Personas que viven en locales con saneamiento adecuado, en residencias limpias, que
tienen a su alcance una alimentacion balanceada, servicios de salud eficientes, rede de
transporte colectivo que atiende a las demandas da poblacion, red de ensefanza
competente en todos los grados, tienen mejores condiciones de vivir y envejecer con
mas salud y dignidad que aquellas excluidas de los servicios citados.

Biologicamente, la definicion de envejecimiento, puede ser definida como
un proceso fisioldgico, donde el organismo, con el paso del tiempo, se ve incapaz de
mantener la estabilidad reacciones bioquimicas y funciones corporales, dependientes del

metabolismo, frente a las alteraciones del medio externo.

2.2. Teorias del envejecimiento

Los cientificos, desde los primordios de la humanidad, siguen con su busca
incansable por encontrar un mecanismo, féormula o sustancia capaz de frenar nuestra
“derrota delante del tiempo”, con el fin de proporcionar longevidad, y porque no, la vida
eterna.

En esa busqueda elaboraran cerca de 300 teorias distintas sobre el
envejecimiento, donde actualmente la aceptada y difundida entre los diversos grupos de

cientificos es la teoria del estrées oxidativo.
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Independientemente de la teoria propuesta, queda claro que préacticamente
podemos afirmar que todas se dividen en estratos donde se posiciona las poblaciones
agrupadas por edades (CHARLESWORTH, 1994). En acuerdo también se ponen con
relacion al hecho de que cualquiera alteracion que ralentice o estimule la seleccion
natural alteraria la generacion del envejecimiento. Algunos aspectos pueden ser
considerados complentarios para explicar la evolucion del envejecimiento. 1) Se
considera improbable que existan genes especificos de la senectud. 2) Hay genes que
con el paso de la edad pueden establecer el surgimiento de estados fisiologicos
prejudiciales a la salud del individuo que se disgregan de la seleccion natural o que en
momentos de la vida son beneficiosos y se vuelven nocivos con el tiempo. 3) A parte de
la no programacion del envejecimiento observamos que gran parte de este proceso se
debe a la acumulacion de dano somatico por la necesidad de reparacion y
mantenimiento de los medios fisioldgicos, lo que nos lleva a afirmar que los genes
responsables por el control de reparacion del ADN y defensa antioxidante son
responsables en parte por la longevidad del individuo (CHARLESWORTH, 1994;
MARTIN Y COLS, 1996; KIRKWOOD Y AUSTAD, 2000).

Unas de las teorias inicialmente aceptadas, tiene su fecha inicial en 1821,
siendo propuesta por Albert Weisemann. Se denomina originariamente de Wear and
Tear. Se trata de la teoria precursora al concepto de falla de reparacion en el ADN. Se
basaba en el hecho de que un organismo constantemente expuesto a lesiones,
enfermedades y heridas, nunca tienes sus células y tejidos reparados del todo, de forma
que esta erosion progresiva podria contribuir para la disminucion de la funcionalidad
global del organismo. En otras palabras la teoria se basaba en proceso gradual de
desgaste a las células somaticas. Evidentemente no se trata de una teoria concisa, una
vez que ya se ha demostrado que un organismo que no sufre agresiones, o enfermedades
no deja de envejecer por eso (CARDOSO, 2002).

La teoria de la telomerasa tiene en cuenta la a variaciéon su actividad
enzimatica a lo largo da vida. Los cromosomas presentan en su extremidad, una porcion
denominada telomero, que no lleva informacion genética. Los telomeros presentan
porciones repetidas de secuencias de bases como GGGTTA, presentes en humanos, que
son mantenidas por la telomerasa. La reposicion de los telomeros es fundamental para la
manutencion de la integridad de los cromosomas. La teoria sugiere que la perdida de la
actividad telomerasica, con consecuente disminucion de los telomeros, lleva al

envejecimiento celular, con perdida de la capacidad de proliferaciéon (KELLER vy cols.,
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2000).

La teoria conocida como acumulacion de mutaciones (ROSE, 1991;
MARTIN, 1996) afirma que individuos genéticamente mas aptos para seguir viviendo y
en condiciones de reproducirse en el medio en que estan insertados son los que dejaran
su herencia genética a futuras descendencias. Existe la tendencia a que se mantengan las
caracteristicas que mejoren sus aptitudes y la eliminacion de las mutaciones letales o
que empeoren las probabilidades de éxito cuanto a la procreacién y transmision de
herencia genéticas a generaciones futuras. (KIRKWOOD Y AUSTAD, 2000).

Las teorias fisiologicas del envejecimiento se centran en los sistemas
organicos y sus interrelaciones. Por ejemplo, una de las areas mas investigadas en la
actualidad es el sistema inmune que protege nuestro organismo de las células extrafas.
Una caracteristica de los mamiferos es que su sistema inmune pierde gradualmente su
capacidad de enfrentarse a las infecciones y a otras situaciones como el envejecimiento.
Como resultado, los anticuerpos que produce el organismo son incapaces de distinguir
entre células "amistosas" o "propias", y "enemigas" o "no propias". Actualmente, la
mayoria de los expertos consideran que el envejecimiento no es el resultado de un
mecanismo aislado sino que comprende un conjunto de fendémenos que actian en
concierto.

Otras teorias atribuyen a los genes el control de la senescencia. Se basan en
el hecho de que genes denominados gerontogenes se instalaran comodamente en el
genoma de los seres vivos porque sus sintomas solo se aprecian después de la madurez
sexual de dichos seres. Los alelos de este gen, por lo tanto, se volverian nocivos a partir
de este momento, ya que poseerian la capacidad de adaptarse en edad temprana,
caracteristica conocida como pleitropia antagonica (KIRKWOOD Y AUSTAD, 2000).

Existe una teoria que afirma que los animales no han sido capaces de
evolucionar hasta su inmortalidad por el hecho de necesitar el direccionamiento de
mucha energia en su procreacion. Esa teoria es denominada soma desechable y se basa
en el reparto de las fuentes metabdlicas entre mantenimiento somatico y reproduccion.
(KIRKWWOD, 1977, KIRKWOOD Y AUSTAD, 2000). Se observa en muchos
estudios la comprobacion de que la esperanza de vida de un individuo depende
directamente de su capacidad de reparacion del ADN, donde se observa un paralelismo
entre los niveles de poly-ADP-ribosa polimerasa, importante para la integridad genénica
y la longevidad (GRUBLE Y BURKLE, 1992).

El avanzo del conocimiento sobre la estructura celular, de los tejidos y
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molecular aportd conocimiento suficientes para que se propusiera la teoria mas
aceptada actualmente, la teoria del estrés oxidativo.

A la excepcion de aquellos organismo que viven en condiciones anaerobicas,
todos los animales y plantas necesitan el oxigeno que les permita producir la energia
necesaria a su existencia, donde un 95% de la energia producida proviene de la
mitocondria (CARDOSO, 2002).

La teoria del estrés oxidativo se basa en los dafios en que molécula u
organismo puede sufrir causados por especies reactivas del oxigeno. Tales especies,
como los radicales libres y peroxidos, representan una clase de moléculas que son
derivadas del metabolismo del oxigeno. Especies reactivas del oxigeno pueden ser
generadas a partir de fuentes enddgenas, como la generaciéon en la mitocondria, por
fosforilacion oxidativa o a partir de fuentes exdgenas, como las infecciones virales,

bacteriologicas o fungicas (KELLER y cols., 2000).

Se sabe que grandes concentraciones de oxigeno son dafiinas a plantas y animales. El oxigeno
es tenido como factor de los efectos dafiinos de la radiacion ionizante en células vivas. (...).

Los efectos del dafio del oxigeno afectan casi todos lo tejidos (...) pero el dafio en si depende de
la especie reactiva en cuestion, del tejido afectado, de las condiciones fisioldgicas, de la edad,
de la dieta, entre otros (...).

De las varias explicaciones presentadas para explicar la toxicidad del oxigeno, la mas
diseminada describe los efectos del oxigeno a nivel de dafio celular provocado por los radicales
libres (...) que estan presentes en mas de sesenta disfunciones, como enfermedades cardiacas,
cancro, cataratas, cancer, entre otras. Son algunos de los principales factores de cambia con la

edad y senescencia (...) (CARDOSO, 2002).

Un radical libre es cualquier compuesto, no necesariamente derivado del
oxigeno, que contiene uno o mas electrones desemparejados. De los radicales libres
derivados del oxigeno se puede citar: el superoxido (O27), el peroxido de hidrogeno
(H20,), radicales peroxilo (ROO") y el radical hidroxilo (OH’). De los radicales
derivados de nitrogeno se puede citar: el 6xido nitrico (NO') y el anion perixinitrito

(ONOQO) (VERBEKE vy cols., 2000).

En otras palabras, un radical libre es una especie quimica que posé numero impar de electrones,
lo que les confiere un caracter altamente reactivo, pues son termodindmicamente inestables y

procuran ligarse a otras moléculas para desemparejar su electron libre. Estos radicales pueden
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ser producidos por exposicion a agentes toxicos, o por procesos enzimaticos (...) pudiendo
propagarse indefinidamente, alterando a nivel molecular las estructuras celulares (...).

La mayor parte del metabolismo oxidativo se procesa en la mitocondria. Esta organela esta
estructuralmente separado del resto de la célula, presentando en su interior una gran cantidad de
agentes antioxidantes (citoplasma presenta otros antioxidantes en menor concentracion).

La teoria del dafo oxidativo postula que la mayor parte de los cambios fisiologicos relacionado
con la edad pueden ser atribuidas al dafio intracelular causado por radicales libres, siendo en
dafio al ADN el mas importante. Paralelamente fue comprobado que el control del dafio
oxidativo en Drosophila y C. elegans esta directamente relacionado con le expectativa de vida

(CARDOSO, 2002).

2.3 Fisiologia del aporte energético 6ptimo al buen funcionamiento corporal

2.3.1 El aporte energético al organismo y al corazon:

El conjunto de reacciones quimicas controladoras de los procesos bioldgicos
del cuerpo humano es denominado metabolismo. Independiente de que clase de seres
vivos, muchas de las reacciones basicas que se procesan en sus organismos son
fundamentalmente las mismas. Tales reacciones necesariamente  necesitan de
“combustibles viables”, que, después de metabolizados, presenten residuos poco
toxicos.

“«“

La necesidad de energia se fundamenta principalmente en tres aspectos: “la
realizacion de trabajo mecanico en la contraccion muscular, y otros movimientos
celulares el transporte activo de iones y moléculas y la sintesis de macromoléculas y
biomoléculas a partir de precursores sencillos” (STRYER, 1988). A parte de la
contracciéon muscular, el aporte energético también es responsable por la funcionalidad
de todo el organismo. En el caso de musculo estriado cardiaco tiene que garantizar el
aporte energético para que se efectien las transmisiones de los potenciales de accion
para que se efectue correctamente la contraccion cardiaca ademas de del control de los
mecanismos especiales que determinan el ritmo de contraccion. (GUYTON, 2003).

La repeticion de las contracciones musculares y la exacerbacion de la fuerza

utilizada durante el ejercicio fisico proporcionan el surgimiento de un estado de

desgaste muscular denominado fadiga muscular, problema directamente asociado a la
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deplecion de glicogeno muscular. Clasicamente se puede afirmar que una parte
expresiva de la fatiga muscular resulta, probablemente, “(...) de la incapacidad de los
procesos contrdctiles y metabdlicos de las fibras musculares de continuar produciendo
la misma capacidad de trabajo” (Cf. GUYTON, 1992). Esta incapacidad se muestra
aun mas disminuida a partir del momento que la transmision neuronal es perjudicada
por el ejercicio prolongado.

En el caso especifico del corazon su trabajo de latido es la cantidad de
energia que el corazén convierte en trabajo durante cada latido al bombear sangre a
las arterias (GUYTON, 2003). Tal trabajo no se ve limitado como en el caso de los

musculos, mencionado el parrafo anterior.

El trabajo por minuto es la cantidad de energia transformada en un minuto; esto es igual al
trabajo del latido multiplicado por la frecuencia cardiaca por minuto.

Ese trabajo cardiaco adopta dos formas, la mayor parte, con diferencia, se utiliza en mover la
sangre desde las venas de baja presion a las arterias de alta presion. Esto de denomina trabajo de
volumen-presion o trabajo externo. En segundo lugar, una proporcion menor de la energia se
emplea para acelerar la sangre hasta su velocidad de expulsion a través de las valvulas adrtica y
pulmonar. Esta es la componente de energia cinética del flujo sanguineo del trabajo cardiaco

(GUYTON, 2003).

El mantenimiento de las funciones corporales envuelve una gama de eventos
asociados a la propagacion de sefiales, liberacion de sustancias y aberturas de canales
i6nicos. Otro factor limitrofe para la realizacion del proceso estd relacionado con la
obtencion de la energia necesaria. Para eso entra en accion los sistemas metabodlicos del
organismo que son responsables por el aporte energético. Los mismos sistemas
metabolicos corporales para todos los sistemas que necesitan de energia son
equivalentes a los fornecidos para los musculos. Podemos afirmar que los limites del
buen funcionamiento del organismo estan vinculados a la disponibilidad de cada uno.
Son ellos: el sistema fosfatogeno, el sistema glicogeno-acido lactico y el sistema

aerobico.
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Figura 1 - Corazon humano: el corazon es una bomba doble en la que la sangre circula por dos sistemas
cerrados y separados. La sangre cargada de oxigeno abandona el ventriculo izquierdo a través de la aorta.
Circula por el cuerpo y retorna, desoxigenada, hasta la auricula derecha por las venas cavas superior e
inferior. El ventriculo derecho bombea la sangre por la arteria pulmonar hasta los pulmones, donde
intercambia didxido de carbono por oxigeno. La sangre oxigenada retorna después por las venas

pulmonares a la auricula izquierda, lista para la circulacion arterial.

Fuente: Enciclopedia Microsoft ® Encarta ® 2002.

2.3.2 Los sistemas intrinsicos productores de energia:

El musculo cardiaco utiliza la energia quimica para hacer el trabajo de
contraccion. L fuente energética proviene primordialmente del metabolismo oxidativo
de los 4cidos grasos, y en menor medida del lactado y de la glucosa (GUYTON, 2003).

El sistema fosfatdgeno tiene como fuente basica de energia el ATP. Las
ligaciones responsables por la presencia de los grupos fosfato, en especial las dos
ultimas, son ligaciones de alta cuantidad de energia, almacenando cada una de ellas
cerca de 7.300 calorias. Evidentemente esta energia potencial puede ser utilizada en los
procesos de contraccion muscular. El ATP, de acuerdo con la liberacion de un grupo
fosfato, pasa a ser denominado ADP, y la subsiguiente liberacion del segundo grupo

fosfato atribuye al compuesto restante la designacion de monofosfato de adenosina



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 34

(AMP). Se verifica, ademas, que las cantidades almacenadas de ATP muscular son
suficientes, mismo en atletas siper entrenados, para la generacion de una potencia
muscular maxima de apenas 3 a 5 segundos. La potencia corresponde a la cantidad de
trabajo que un musculo puede ejecutar en un intervalo de tiempo dado, no siendo
medido apenas por la fierza de contraccién' (entre 3 a 4 Kg/em?), pero también por la
distancia de contraccion y del nimero de repeticiones realizadas por el atleta a cada
minuto. La unidad de medida es, por tanto, dada en Kg-metro/minuto. Asi, es

imprescindible la formacion continua de ATP, aqui representado en su formula bésica:

Adenosina — POz~ PO;3; ~ PO5y

Dentro de ese sistema, existe una segunda fuente energética vinculada a la
fosfocreatina (o creatina-fosfato) que también presenta ligacion de alta energia con el
fosfato. Su descomposicion en creatina e iones fosfato libera energia superior a la
conseguida con el ATP por unidad de fosfato, que seria en orden de 10.300 calorias. La

formula basica de la fosfocreatina es la siguiente:

Creatina ~ PO3

Esa energia es importante en la reconstitucion de las ligaciones ricas en
energia del ATP. Otra caracteristica importante decae del hecho de que la cantidad de
fosfocreatina almacenada es cuatro (4) veces mayor que la de ATP, estando disponible
para ser liberada bajo forma de energia inmediatamente a las necesidades musculares.
La asociacion de los dos sistemas, ATP y fosfocreatina, es capaz de fornecer energia
suficiente para 8 a 10 segundos, en términos de utilizaciéon de la potencia maxima
muscular. Se puede afirmar, por tanto, que el sistema fosfatogeno es utilizado para
ejercicios de duracion corta que necesitan de toda la potencia muscular (carrera de 100

metros por ejemplo).

' La medida de la fuerza de contraccion, de 3 a 4 Kg/cm® de 4rea de seccion transversal del musculo, es
limitada por la cantidad de la hormona testosterona asociada al entrenamiento fisico especial y
alimentacion equilibrada. Como ejemplo practico podemos elucidar que un levantador de peso, segiin
Guyton, que presenta el musculo cuadriceps con una area de seccion transversal de 150 cm’ podria

realizar una fuerza contractil capaz de sustentar cerca de 525 kg (en teoria) (Cf. GUYTON,1992).
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El segundo sistema proveedor de energia es el sistema glicogeno-acido
lactico, delimitado por la presencia del glicogeno, que en su descomposicion en
glucosa, actia directamente como fuente directa de energia. La acumulacion de
glicégeno en los musculos y en otros 6rganos, tales como el higado, caracterizan una
gama de transformaciones sufridas por la glucosa, siendo el proceso denominado
glicogénesis, donde la glucosa-6-fosfato pasa a glucosa-1-fosfato, con conversion
subsiguiente en uridina difosfato glucosa y, consecuentemente, en glicégeno.

Esquematicamente tenemos:

Uridina difosfato glucosa — Glicogeno
T \L (Fosforilasa)

Glucosa -1-fosfato
Tl
Glucosa-6-fosfato

\

Glicolisis

El proceso inicial de esa descomposicion es denominado de glicdlisis,
ocurriendo sin la participacién del oxigeno, siendo, por tanto, un proceso anaerébico’ de
obtencién de energia.

La molécula individual de glucosa, durante la glicolisis, es transformada en
acido piruvico, siendo llevado a las mitocondrias musculares para que sufra reaccion, en
esa segunda etapa, con ¢l oxigeno para la formacion de ATP. Cuando no hay la
presencia suficiente de oxigeno para que se procese la oxidacion, el acido pirtvico es
convertido en acido lactico, siendo formado cantidades menores de ATP que por
oxidacioén, siendo equivalente a 1:18, de forma que “(...) 2 moléculas de ATP resultan
de I molécula de glucosa al mismo paso que en la glicdlisis aerdbica son conseguidas
38 moléculas de ATP por molécula de glucosa” (BIANCALANA vy cols., 1985, p.263).

Este mecanismo anaerobico tiene como caracteristica importante la

2 ’ . oy . . oy ’ .
Mas adelante se procesa la fosforilacion oxidativa para la obtencion de energia, proceso dependiente de

la presencia de oxigeno.
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capacidad de formar ATP con velocidad cerca de 2,5 veces mayor, comparativamente al
proceso aerobico, pero como evidenciado arriba, con gasto excesivamente mayor de
glucosa. Ese es un mecanismo que propicia el aporte de energia necesaria a la
manutencion de la actividad muscular méxima por cerca de 1,3 a 1,6 minutos, ademas
de los 8 a 10 segundos del sistema fosfatogeno (idealmente usado en los eventos como
la corrida de 800 metros).

El tercer sistema energético es el sistema aerdbico, que depende de la
oxidacién de sustancias alimentares en las mitocondrias para fornecer energia. Sus
principales fuentes de energéticas son la glucosa, los acidos grasos y los aminoacidos
provenientes de los alimentos. La combinacidon con €l oxigeno promueve la liberacion
de cantidades increibles de energia, capaces de convertir AMP y ADP en ATP. Se trata
de un sistema capaz de mantener el trabajo muscular por tiempo “ilimitado”, o mientras
haya la presencia de nutrientes en las células. En el sistema aerdbico el piruvato es
transformado en Acetil coenzima A, entrando enseguida en el ciclo de Krebs para la
obtencion de ATP y energia.

Todo el sistema metabolico necesita de energia. Las principales fuentes
energéticas de los sistemas metabdlicos son condicionadas por una alimentacion
equilibrada. Las tres principales fuentes energéticas conocidas son los carbohidratos, los
aminoacidos y los acidos grasos.

(...) La ingesta energética diaria del organismo se destina a suprimir las necesidades del
metabolismo basal, crecimiento, realizacion del trabajo muscular (actividad fisica) y reposicion

del dispendio energético relacionado a la ingesta de los propios alimentos (accion dinamica

especifica).

Mismo que factores tales como el stress emocional y las variaciones acentuadas de la
temperatura ambiental puedan ocasionar alteraciones significativas en las necesidades
energéticas, la actividad fisica es el principal factor responsable por la variacion de la necesidad
energética entre individuos del mismo sexo, edad, tamafio y composicion corporal.

(DONANGELO, 1982, p.110).

El gasto energético alterado por la intensidad y duracion del esfuerzo fisico
es caracteristica importante de cada tipo de deporte. Otro factor alterado de forma
significante hace referencia al tipo de sustrato energético utilizado como combustible
para el metabolismo muscular.

Los indicios de que la utilizacion de proteinas, delante del ejercicio muscular
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intenso no parecen ser evidentes, a excepcion de las etapas iniciales de entrenamiento
para el aumento de la masa muscular. Entre tanto, existe la conviccion de que la
utilizacion de proteina como sustrato energético no es deseable, pues este no es capaz
de fornecer la energia adecuada sin la produccion de metabolitos indeseables. Su
utilizacién como sustrato solo es significativa cuando un individuo estd delante de un
ayuno prolongado o en estado de desnutricion.

La ingestion diaria de proteina debe ser al alrededor de 0,8 a 1 gramos / Kg
de peso / dia, de forma que un individuo de 70 kg necesita de 56 g de proteina por dia.
Las fuentes proteicas oriundas de animales y vegetales deben estar en la proporcion de
1:1, contribuyendo con un 7% de energia consumida por el individuo.

Entretanto, cuando da ingestion sobresaliente de aminodcidos observamos
que esos pueden ser utilizados como fuente energética al convertirse en acidos grasos,
cuerpos cetonicos y glucosa. Todo empieza a partir de la accion de una
aminotransferasa que promueve la transferencia de un grupo alfa-amino de un alfa-
aminoacido hasta un alfa-cetoacido.

Como ejemplos de esta reaccion podemos citar la catalizada por la enzima
aspartato aminotransferasa que inicia la transferencia del grupo alfa-amino del aspartato
hasta la alfa-cetoglutarato liberando amonio (NH,") * ademas de formar oxaloacetato y
glutamato. La alanina aminotransferasa promueve la transferencia del grupo amino de
la alanina hasta el alfa-cetoglutarato, formando piruvato y glutamato. El oxaloacetato
(que es un intermediario en el ciclo de Krebs) y el piruvato pueden ser dirigidos hasta

el ciclo del acido ciclico, para la formacion de ATP.

(...) A medida que la intensidad del ejercicio aumenta y la duraciéon disminuye, el sustrato
energético de preferencia es el glicogeno muscular, dado que en esas condiciones la producciéon
de ATP depende del aporte de las reservas de creatina fosfato y principalmente del metabolismo
anaerobico de los glucidos, envolviendo el sistema de acido lactico.

Si la intensidad del ejercicio disminuye y la duracion aumenta, los lipidos se tornan un sustrato
cada vez mas importante en el metabolismo energético muscular. La produccion de ATP en esas
condiciones depende de los procesos oxidativos aerdbicos relacionados al consumo de oxigeno

por el musculo. (DONANGELO, 1982).

La especialidad en cuanto a la necesidad de consumo de lipidos es inexacta,

> EI NH," sera convertido posteriormente en urea en el ciclo de la urea.
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exceptuandose la de los dcidos grasos esenciales y la de las vitaminas liposolubles. Los
lipidos presentan alta densidad energética, buena estabilidad de almacenamiento,
ademas de que son independientes al aumento adicional de agua, como los glicidos. Su
movilizacion desde los tejidos de reserva a los de utilizacion también es sencilla y
eficiente.

Los lipidos pueden ser utilizados bajo la forma de acidos grasos libres
transportados por la sangre y derivados del tejido adiposo, o procedentes de las reservas
de triglicéridos existentes en los propios musculos esqueléticos, siendo éste el que
contribuye de manera mas significativa al aporte energético.

Durante la realizacion de trabajos leves o moderados y durante el reposo, se
observan  contribuciones energéticas similares entre glacidos 'y lipidos.
Sorprendentemente, a medida que hay un aumento del trabajo muscular,
aproximadamente del 60 al 70 % de la energia consumida puede ser originaria de los
lipidos. Estudios realizados con atletas apuntan la necesidad de la ingestion de 30% de
la energia diaria bajo la forma de lipidos, siendo 2/5 provenientes de alimentos de
origen vegetal que presentan una mayor cantidad de acidos grasos esenciales
poliinsaturados.

Se observa, entre tanto, que la deplecion de las reservas de triglicéridos del
tejido muscular se relaciona con la duracion de la actividad fisica y con la cantidad de
las reservas iniciales de estos compuestos antes de la ejecucion de la dicha actividad.
Estudios futuros intentaran determinar la cantidad ideal de estas reservas, alterdndolas
cuando sea necesario mediante manipulaciones dietéticas, buscando, evidentemente, un
beneficio en cuanto a la relacion del ejercicio y de la produccion energética.

Observamos inicialmente que los lipidos o grasas empiezan a ser utilizados
por el organismo a partir del momento que sufren actuacion de las lipasas, que son
enzimas especializados en el rompimiento de las moléculas de triacilglicerol, por
hidrolisis, convirtiéndolas en moléculas mas simples. Este proceso es denominado de
lipdlisis. Evidentemente, el proceso depende de una gama de hormonas como “la
adrenalina, la noradrenalina, glucagon y la adrenocorticotropa que estimulan la
adenilato ciclasa de las células adiposas (STRYER, 1988). La lipasa es entonces
activada por fosforilacion, debido a su estimulacion mediada por una proteina quinasa,
previamente activada por el AMP ciclico. Entonces las hormonas producen la lip6lisis
auxiliada por un segundo mensajero, que seria el AMP ciclico.

La lipolisis genera la formacion del glicerol, que sufre inmediatamente una
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fosforilacion, oxidandose a dihidroxiacetona fosfato, siendo isomerizada a
gliceraldehido-3-fosfato®. En el final de este proceso el glicerol sera convertido en

piruvato o glucosa.

(...) La oxidacion de los acidos grasos de cadena larga en acetil-CoA es una via central
liberadora de energia (...). Los electrones (...) pasan a través de la cadena respiratoria
mitocondrial y la energia liberada es utilizada en la sintesis de ATP. El producto de esta
oxidacion, el acetil-CoA, puede ser completamente oxidado hasta CO, a través del ciclo del
acido citrico, resultando en la conservacion de mas energia. (...) En el higado de los animales
vertebrados el acetil-CoA puede ser convertido en cuerpos ceténicos — combustibles
hidrosolubles transportados para el cerebro y otros tejidos, cuando la glucosa no esta disponible.

(Lehninger, 1995).

Segun Lehninger, este mecanismo de oxidacion es llamado de beta-
oxidacioén, a través del cual los 4cidos grasos son convertidos en acetil-CoA.
Inicialmente, los 4cidos grasos sufren una oxidacién mitocondrial, sufriendo remociones
sucesivas de dos unidades de atomo de carbono en la forma de acetil-CoA, comenzando
por la extremidad carboxila de las cadenas del 4cido graso. El resultado final es la
conversion de cadena de 16 dtomos de carbono del palmitato en 8 moléculas de acetil-
CoA que sigue su camino hasta o ciclo do acido citrico.

Primeramente una molécula de ATP promueve un “enlace tioéster entre el
grupo carboxilo de un dcido graso y el grupo sulfhidrilo del CoA. Esta reaccion de
activacion (...) es catalizada por la acil-CoA sintetasa (...) para formar acil-CoA y

AMP” (STRYER, 1988).

(...) Hay un ciclo enzimatico FAD y un NAD, que resuelta en un FADH, y un NADH, para cada
acetil-CoA desdoblado a partir de los acil-Coa formados. El rompimiento es asociado a una
reaccion con una nueva molécula de CoA, resultando en formacion de un éster de la molécula
del acido graso remaneciente, y el proceso se repite. El resultado final es la division de la
molécula entera de acido graso en fragmentos de acetil-CoA, listos para una nueva oxidacion en

el ciclo de Krebs, y formacion de un FADH, y un NADH, por cada division.

* El gliceraldehido-3-fosfato, ademas de estar presente en la lipolisis, puede ser encontrado en la glicolisis

y en la gluconeogenesis
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En resumen podemos identificar tres pasos principales en esas reacciones:
(1) la formacién de acetil-CoA de los acidos grasos o piruvato; (2) la degradacion del
residuo de acetil de la acetil-CoA por el ciclo dos acidos tricarboxilicos para generar
CO, y atomos de hidrogeno; y (3) el transporte de los electrones del atomo de hidrégeno
correspondiente hasta el oxigeno molecular en la cadena respiratoria. (ASTRAND vy
cols., 1980).

Glicolisis, ciclo del Acido ciclico, metabolismo de proteinas y lipidos

Glicose Uridina difosfato glicose — Glicogénio
\L Hexoquinase T \L (Fosforilase)
Glicose-6-fosfato <« Glicose -1-fosfato

T i( Fosfoexose isomerase

Frutose-6-fosfato
T \L Fosfofrutose quinase
Frutose-1-6- bifosfato

T i Aldolase

Gliceraldeido-3-fosfato + Diidroxiacetona fosfato

T \L Triose fosfato isomerase

Gliceraldeido-3-fosfato

T i Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase

1-3-Bifosfoglicerato

T \L Fosfoglicerato quinase

3-fosfoglicerato

T \L Fosfoglicerato mutase

2-fosfoglicerato Acil-CoA
T i/ Enolase i/ Oxidacion
Aminoéacido fosfenolpiruvato Enoil-CoA
Transaminasa \l{ i/ Piruvato quinase \l{ Hidratacion
(NH,") + Cetoacidko ~ ——>  Piruvato L-hidroxiacil-CoA
\L \L Tiolisis \L Oxidacion
Urea Acetil-CoA “— Cetoacil-CoA
Oxaloacetato ——— > Citrato —— > Cis-aconitato
Malato desidrogenase T Citrato sintase Aconitase \L Aconitase
Malato Isocitrato
Fumarase T \L Isocitrato desedrogenase
Fumarato Alfa-cetoglutarato

Succinato desidrogenase . Complexo da alfa-cetoglutarato
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T \L deshidrogenase

Succinato <« Succinil-CoA

Succinil-CoA- sintetase

Fuente: Glicélisis, ciclo del Acido ciclico, metabolismo de proteinas y lipidos (Cf. Lehninger, 1995,

Stryer, 1988).

2.3.3 El papel de la grasa y su influencia en el envejecimiento:

Los lipidos tienen como componentes mayoritarios los acidos grasos, donde
se observa la presencia mayoritaria de nimeros pares de dtomos carbonos Los mas
comunes presentan 16 o 18, y ese numero de atomos de carbonos, sea en los ejemplares
mas comunes o no, determinan sus propiedades, también influenciados por el grado de
instauracion de la cadena. La fluidez de la membrana, por su vez, es determinada por los
fosfolipidos que estan formados por acidos grasos de cadenas largas y insaturadas
(STRYER, 1995).

Se puede afirmar que cuando mayor es el grado de saturacion de un 4cido
graso mayor es la energia que se obtiene derivada de su oxidacion. Partiendo de este
raciocinio observamos que el organismo almacena entre sus triglicéridos una cantidad
superior de acidos grasos saturados. El almacenamiento de ejemplares insaturados se
hace necesaria debido a la importancia de rebajar el punto de fusion de los triglicéridos
dada la temperatura corporal, que tiene que ser suficiente para que estén en su estado
liquido (STRYER, 1995).

Poseen funcién energética, debidamente explicada en topico anterior, y
ademds, funcién estructural, una vez que son componentes de las membranas
bioldgicas, como también moduladores de la expresion génica (XU y cols., 2000).

La dieta nos aporta la mayoria de los acidos grasos monoinsaturados y
saturados sin contar la sintesis de novo. En contrapartida existen los acidos grasos
esenciales que provienen de la dieta, una vez que el organismo no posee sistemas
enzimaticos capaces de sintetizarlos, dentro de los cuales se sitia el acido linoleico
(C18:2n-6), el 4cido a-linolénico (C18:3n-3), que son predecesores de los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga presentes en las células animales.

La modificaciéon de la cadena de los 4cidos grasos endogenos y exdgenos es

una caracteristica del organismo, de modo que podemos observar un aumento en el
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numero de carbonos (elongacion) o del numero de dobles enlaces (desaturacion). Come
mencionado arriba “los mamiferos carecen de enzimas para producir dobles enlaces
entre los atomos de carbono mas alla de C-9 en la cadena de acido graso. Por tanto
(...) no pueden producir linoleato (18:2cis-11°"%) ni linolenato (18:3cis-0%'%"°). El
araquidonato, un dcido graso 20:4 derivado del linolenato, es a su vez una fuente de
muchas moléculas-sefial enormemente activas como las hormonas prostaglandinas”
(STRYER, 1995).

Las elongasas son mas eficaces para acidos grasos insaturados, siendo
capaces de formar cadenas de hasta 24 4atomos de carbono. El producto saturado mas
comun es el acido estearico (C18:0). Las desaturasas introducen, en el caso de los
acidos grasos insaturados, dobles enlaces en la posiciones 5y 6 (A>®). En el caso de los
saturados se observa que los introducen en la posicion 9 (A”). La determinacion de tal
posicion, para fines ilustrativos, se produce a partir del grupo carboxilico terminal. “La
tasa de oxidacion de acidos grasos esta muy controlada por la disponibilidad de
substrato. “En el ayuno, el nivel de dcidos grasos libres aumente porque la lipasa de
los adipocitos se ve estimulada por hormonas con la adrenalina o el glucagon”
(STRYER, 1995). Se observa que la insulina aumenta la actividad de las enzimas
desaturasas’ A>°. Las hormonas hiperglucemiantes, como el glucagon, la adrenalina o
los glucocorticoides, disminuyen la activad de tales enzimas (STRYER, 1995).

A seguir, en la siguiente tabla, se puede apreciar las diversas cantidades de

diversos acidos grasos en aceites y grasas:

Tabla 1- Cantidades de diversos acidos grasos en aceites y grasas

Gramos de dcidos grasos por 100g
Tipo de aceite Saturados Monoinsaturados Poliinsaturados
Aceite de cacahuete (mani) 19 48 29
Aceite de cartamo 10 13 72
Aceite de coco 85 6,6 1,7
Aceite de colza 7 57 32
Aceite de girasol 12 20 63
Aceite de maiz 13 25 58
Aceite de oliva 14 70 11

> La actividad de las desaturasa depende de factores hormonales y nutricionales.
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Aceite de palma 45 42 8
Aceite de semilla de algodon 26 21 48
Aceite de soja 15 23 57
Manteca de cerdo 41 44 9
Mantequilla 54 20 2,6
Margarina blanda 25 31 22
Margarina dura 36 33 9
Margarina poliinsaturada 16 21 41
Sebo 48 32 2

Fuente: Biblioteca de Consulta Microsoft® Encarta® 2002. © 1993-2001 Microsoft Corporation

Con el paso del tiempo se observa una reduccion de la fluidez de membrana
de las células, debido a la alteracion de su composicion lipidica. Se observa una clara
disminucién de los 4cidos graso poliinsaturados; y un aumento del colesterol y de
acidos grasos saturados (CHEN, 1994). Se observa, en el caso de ratas ancianas, una
reduccion en un 28% en la concentracion de cardiolipina, localizada en la membrana
mitocondrial interna (PARADIES y cols., 1990). Este cambio en la composicion altera
la actividad de varias enzimas como la chito romo c reductazo, chito romo ¢ oxidasa y
ATP sintestasa (BARZANTI y cols., 1994).

En el caso de higado, en ratas, se observo una reduccion en la capacidad de
peroxidacion lipidica en 12 y 26 frente a 2 meses. En cuanto a la composicion lipidica,
en esas edades, hubo alteraciones en las concentraciones de algunos acidos grasos de
Cis, de Cy y de Cis, reduciendo la sobretodo la concentracion de acidos grasos
poliinsaturados, en especial el linoleico, tanto en colesterol esterificado, como en los
triglicéridos y en el acido graso libre. En fofolipidos se observd la disminucion del
acido araquidénico. El aumento de acidos grasos saturados, como el acido palmitico, en
acido graso libre y colesterol esterificado; y del 4cido oleico en triglicéridos y
fosfolipidos también fue observado. Otros hallazgos determinan una clara reduccion de
actividad de la A® desaturasa y aumento de la A’ desaturasa en ratas de 13 meses en
comparacion con ejemplares de 3 meses. Con la edad se observa un aumento de los
acidos grasos libres y del colesterol libre, exactamente de la misma forma como cuando
hay una deficiencia de acidos grasos esenciales (TERAO y cols.,1991). Se observa una
mayor facilidad en el transporte del colesterol esterificado debido al grado de
insaturacion, lo que crea una mayor fluidez y mayor estabilidad estructural de los

fosfolipidos. La disminucion de la desaturacion llevaria a una reduccion de la capacidad
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de peroxidacion lipidica. Sin embargo, la susceptibilidad de los tejidos a capacidad de
peroxidacion lipidica depende a otros importantes factores como el estado metabolico y

del equilibrio proxidante-antioxidante (IMRE y cols., 1990).

2.3.4 Las membranas biologicas y su relacion con la grasa derivada de la dieta.

Algunas substancias, como las proteinas, tienen su contenido celular
definido en parte por un componente genético. En el caso de las grasa eso no ocurre, de
forma que factores como la edad, el estado fisiologico, tipo celular, capacidad
antioxidante, actividad metabolica, y como no, la dieta son determinantes para
determinar tales cantidades a nivel celular. Por ese raciocinio, es determinante que la
grasa adquirida por la dieta afecte de forma preponderante la composicion de los acidos
grasos de los lipidos titulares. El tipo de grasa afectard en todos los niveles la formacion
de 4cidos grasos, donde su composicion, los factores genéticos, los factores de
regulacion y la adaptacion al medio serdan los que guiaran el organismo a alterar el
contenido celular de diferentes acidos grasos en los diferentes organos y tejidos
corporales (CLANDININ y cols., 1985; QUILES y cols., 1999).

Segun Quiles, el 4cido graso mayoritario se ve expresado cuando la grasa de
la dieta modifica la composicion lipidica de la membrana. El sistema de la desaturasas
también contribuye para tal evento a través de la inhibicion de los distintos
componentes de las diferentes series de acidos grasos. Sin embargo es importante
mencionar que los tejidos son distintos, de forma ese fenomeno es observado de forma
distinta en las varias membranas biologicas presentes en el organismo (MATAIX y
cols., 1998).

Algunos acidos grasos son transformados en los tejidos animales en acidos
grasos poliinsaturados. Entre de los 4cidos grasos observamos distintas series. La
separacion en series se hace de acuerdo con la posicion del ultimo doble enlace
observado en cada miembro del grupo. El acido linoleico, linolénico y el oleico dan
origen a tres series importantes, la serie n-6; n-3; y n-9, respectivamente, una vez que el
ultimo doble enlace esta en los atomos 6; 3; y 9 de cada 4cido graso formado.

El 4cido linoleico es precursor del dihomogammalinolenico (C20:3n-6), que

por su vez precede la formacion de las prostaglandinas tipol y del acido araquiddnico
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(C20:4n-6), que por su vez antecede la formacion de las prostaglandinas tipo 2.

El acido linolénico precede al acido eicosapentaenoico (EPA; C20:5n-3),
precedente de las prostaglandinas tipo 3. Otro miembro de la serie n-3 es el
docosahexaenoico (DHA; C22:6n-3) y posee papel importante en el desarrollo del
cerebro y retina.

El acido oleico en condiciones normales, tiene su cantidad en proporciones
pequenas en comparacion con otros lipidos titulares. Sin embargo su importancia y
proporcidon aumentan significativamente cuando observamos una reducciéon en los
niveles de los acidos grasos esenciales. Tal hecho puede ser comprobado, por ejemplo,
cuando observamos un aumento tisular de los niveles titulares del acido 5;8;11
eicosatrienoico (C20:3n-9) en sustitucion del 4cido araquidonico en tales circunstancias.
A partir del acido palmitico y estearico, por accion de la A’ desaturasa, se forman en el
organismo el palmitoleico (C16:1n-9) y el oleico (C18:1n-9) y a partir de del fenémeno
de la elongacion se forman los demads representantes de los dcidos grasos monoenolicos.
Su importancia se ve vinculada a al formacion de la mielina cerebral (TERAO vy cols.,

1991).

Tabla 2- Los distintos componentes de las series n-6; n-3; y n-9

Acidos Grasos

n-6 n-3 n-9
Linoleico C18:2n-6 Linolénico C18:3n-3 Oleico C18:1n-9
Eicosatrienoico C18:3n-6 Eicosatrienoico C20:4n-3 Eicosadienoico C20:2n-9
Eicosatetraenoico® | C20:4n-6 Eicosapentaenico’ | C20:5n-3 Eicosatrienoico C20:3n-9
Docosatetraenoico | C22:4n-6 Docosapentaenoico | C22:5n-3 Docosatrienoico C22:3n-9
Docosapentaenico | C22:5n-6 Docosahexaenoico® | C22:6n-3 Docosatetraenoico | C22:4n-9

Varios estudios demostraron que el aceite de oliva estimula a la formacion
de membranas donde prospera la presencia de 4cidos grasos poliinsaturados de la
familia n-3 si comparamos con dietas ricas en aceite de de girasol como fuente de grasa
(GIRON y cols., 1992; NAVARRO vy cols., 1994; ESCUDERO vy cols., 1998). Se

observa también una disminucién en los 4cidos palmitico y estearico, y también un

¢ Acido araquidénico
"EPA
$DHA
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significativo descenso del acido linoleico y araquiddnico en plasma y otros o6rganos
(PERIAGO vy cols., 1990). Sin embargo, el aceite de oliva como fuente en la dieta
estimula los contenidos de los acidos grasos monoinsaturados en membranas y una
mayor actividad de la A’ desaturasa.

Se observan niveles mas bajos de acidos grasos insaturados en dietas ricas en
acidos grasos monoinsaturados, como el acido oleico por ejemplo, si comparamos con
dietas que presentan cantidades de representantes de la serie n-6 (poliinsaturados) y
acidos grasos saturados (SPECTOR vy cols., 1985; MASI y cols., 1986; SEIQUER y
cols., 1996).

Algunos estudios determinaran que no hay diferencia entre las proporciones
de 4cidos grasos saturados e insaturados en fosfolipidos de membrana en ratas
alimentadas con tres fuentes de grasa distintas, lo que nos lleva a suponer que el cambio
no estaba vinculado al numero de moléculas de acidos grasos insaturados y si en la
saturacion de la misma (HUERTAS y cols., 1991).

Se determino también, a través de estudios especificos, que la posible causa
del efecto de la dieta en la composicion tisular de acidos grasos se debia a una
competencia entre los diversos grupos, poliinsaturados, monoinsaturados y saturados
por sistemas enzimaticos, tanto en la elongacion, como en la desaturacion, sin
desconsiderar otros factores como la susceptibilidad a la peroxidacién, por parte de la
membrana, en o6rgano en cuestion, la fluidez de membrana, de los receptores
especificos, etcétera. Se demostrd que existe una afinidad especifica de desaturasa A’
por los acidos grasos que presentan mayor numero de doble enlaces (C18:1n-9<C18:2n-
6< C18:3n-3) lo que en teoria explica en parte los niveles mas bajos de derivados n-9 en
células eucariotas.

En dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 se observo el
traslado de acidos grasos n-6, también poliinsaturados. Existe un cociente entre dos
series n-9/n-6 que sugiere que los 4cidos grasos de la serie n-9 tienen mas facilidad en
ser incorporados en detrimento a los de serie n-6. “Dietas ricas en saturados en acidos
grasos saturados incrementan los niveles de acidos grasos monoinsaturados y las ricas
en dcidos grasos poliinsaturados n-3 aumentan la relacion n-3/n-6" (AYRE y cols.,
1997).

El mantenimiento de la fluidez de membrana se mantiene en loa mamiferos
gracias a un mecanismo homeostatico de control y compensacion que mantiene una

relacion optima entre la proporcion de acidos grasos saturados e insaturados (GIBSON
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y cols., 1984; GIRON y cols., 1992; QUILES y cols.,, 1999). Ese raciocinio se
demuestra una vez que en varios estudios, donde mismo que se efectuara un cambio
grande en la dieta cuanto a la saturacion de grasa aportada, no se observaba una
variacion tan expresiva en la saturacion de los lipidos de membrana ya que un aumento
en la serie n-6 provoca una disminucion en la serie n-6; y viceversa. (HUERTAS y
cols., 1991; QUILES y cols., 1999).

El Dr. Quiles también observo, en otro estudio, que en ratas alimentadas
durante ocho semanas, con una cantidad de grasa (aceite de oliva) equivalente a 8% del
total, presentaron cambios en el acido estedrico. Los niveles de acido graso
monoinsaturados fueron superiores en las ratas alimentadas con aceite de oliva en
comparacion con las alimentadas con aceite de girasol. Los n-6, por lo tanto
poliinsaturados, presentaron niveles superiores en membranas mitocondriales de los
ejemplares tratados con aceite de girasol. Los n-3 fueron superiores en el grupo
alimentado con oliva virgen. Tal resultado fue justificado basdndose en la competicion
de series.

La peroxidacion lipidica, causada por radicales libres, en la membrana
mitocondrial de ratas, sufre una modulacion cuanto a la susceptibilidad a dicha
peroxidacion, cuando de la ingesta de acidos grasos monoinsaturados. Los acidos grasos
poliinsaturados parecen también ejercer un papel importante en la peroxidacion. Se
intentd averiguar la adaptabilidad de distintos organos a dietas diferentes cuanto a la
fuente de grasa. Parece ser que algunos organos como el higado y el musculo se
adaptaron mas al perfil lipidico que el corazén. La formacién de radicales libres
dependio, en mayor grado, del tipo de tejido y menos de la dieta en higado en musculo.
En corazoén ya no ocurri6 tal fenémeno. El a-tocoferol tuvo accién antioxidante menos
significativa que los acidos grasos monoinsaturados contra la peroxidacion lipidica.
(MATAIX, 1998).

La accion antioxidante, contra la peroxidaciéon lipidica, se observa
importante en corazén, cuando los individuos son alimentados con dietas ricas en acidos
grasos monoinsaturados, como lo observado en dietas que tienen el aceite de oliva como
fuente de grasa. Ese efecto protector se explica por la modulacion de la membrana
fosfolipidica que presenta mayores cantidades de dichos acidos grasos (HUERTAS,
1999).

Siendo mas especifico cuanto a la acciéon como moduladores de membrana y

tejidos especificos de los acidos grasos monoinsaturados, se observa en varios estudios
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que los niveles de C14:0 son equivalentes en todos los grupos de ratas, C16:0 varian
con la dieta y los C18:0 dependen mdas de la adaptabilidad de los tejidos. Asi, en
animales que reciben dietas donde la fuente de grasa presenta cantidades superiores de
C16:0, los niveles de acidos grasos monoinsaturados se ven aumentados, lo que supone
una estimulacion a la actividad de la A’ desaturasa. “Se observa, en musculo, que el
acido oleico (C18:1n-9) debido a una menor capacidad de sintesis y/o incorporacion
por el musculo no es desplazado por los dcidos graso poliinsaturados n-6 ni n-3. Los
niveles de dcido linoleico (C18:2n-6) son dependientes del aporte de este en la dieta,
sin embargo, el acido araquidonico (C20:4n-6) es dependiente de las necesidades del
tejido, por tanto, aun que el CI18:2n-6 abunde, no se transforma en C20:4n-6"
(SORINGUER, 2000).

Siguiendo algunos principios podemos decir que la composicion en acidos
grasos de las membranas biologicas varia, en funcién del tipo de fuente de grasa
administrado en la dieta. Siguiendo algunas directrices;1) observamos que hay una
tendencia a que la proporcion de acidos grasos saturados se mantenga estable, como en
C18:0, que tiene sus concentraciones mayormente dependientes de las necesidades de
cada tejido. En el caso del C16:0 ya se observa una adaptabilidad de acuerdo con la
composicion de la dieta, con especial capacidad de activar la A’ desaturasa. 2) En dietas
ricas en acidos grasos de la serie n-9 se observa una propension al aumento de 4cidos
grasos monoinsaturados, principalmente cuando se administra 4cido oleico. 3) En el
caso de la serie n-6, sus niveles en membrana solo parecen aumentar cuando se
administra en la dieta gran cantidad de sus representantes. 4) La serie n-3 se hace
presente cuando se administra buenas cantidades de sus ejemplares, o cuando hay una
deficiencia de n-6, una vez que compiten las dos series por la A® desaturasa, lo que

condiciona el cociente n-3/n-6. (MARTIN y cols., 2002).

2.3.5 La importancia de la grasa en la dieta para la manutencion de la salud

Dentro de los experimentos realizados donde la fuente de grasa en la dieta es
objeto de estudio, hay un consenso general de que las dietas ricas en acidos grasos
saturados son menos benéficas a la salud. Se ha demostrado que estdn directamente

asociadas al surgimiento de estados patologicos, como la aterosclerosis, debido a
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alteraciones en el metabolismo lipidico (NAVARRO vy cols., 1992). Tales acidos grasos
estan presentes en fuentes de grasas animales, como la manteca de puerco.

También es verdad que fuentes de grasas prioritariamente poliinsaturadas
presentan actividad antiaterogénica. Normalmente estan presentes en fuentes de grasa
vegetales, como el aceite de oliva o de girasol, y también, contradictoriamente, por
tratarse de una fuente animal, en el aceite de pescado. Esta demostrado que hay una
sensible disminucidon en los niveles plasmaticos de colesterol LDL y plasmatico en
dietas ricas en grasas insaturadas y poliinsaturadas si comparamos con las dietas ricas
en grasa saturada también se demuestra que las dietas monoinsaturadas promueven una
mejoria defensiva cuanto al dafio oxidativo provocada por radicales libres en
comparacion con dietas poliinsaturadas. Asi afirmamos que el grado de saturacion de
los lipidos ingeridos condiciona mucho la salud del individuo. Es importante mencionar
que la saturacion de los lipidos de la dieta también afecta sensiblemente la respuesta
inflamatoria, por condicionar la actividad de las moléculas de adhesion y de otros
factores inflamatorios (AGUILERA vy cols., 2001).

La produccién de eicosanoides derivados del eicosapentanenoico (EPA) se
produce debido a al ingesta de derivados de la serie n-3. Su accion antitrombogénica
queda patente debido a que esos acidos grasos poliinsaturados estimulan la formacion
de prostaciclina PGIs, de accion antiagregante plaquetdria y vasodilatadora. También
estimula la formacion de tromboxano TXAj;, de accidén proagregante y ligeramente
vasoconstrictora. El EPA, juntamente con el docosahexaenoico (DHA), también inhibe
la formacion de la prostaciclina PGI,, a partir del acido araquidonico. Tal prostaciclina
tiene efectos similares a la PGI;. También inhiben el tromboxano TXA,, vasoconstrictor
y estimulador de agregacion plaquetdria. Con eso queda patente su efecto
antitrombogénico, lo que demuestra la importancia del aceite de pescado, tan
consumido en poblaciones orientales, como china y Japon, que presentan incidencia de
enfermedades cardiacas inferiores a paises de cultura occidental. Este comportamiento
también es similar cuando administrado el acido oleico, proeminente en el aceite de
oliva, pero con menor grado de eficacia. (NAVARRO vy cols., 1992; SIRTORI y cols.,
1998).

2.3.6 El sistema digestivo y su vinculacion con las fuentes grasas
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La utilizacion del aceite de oliva como fuente grasa trae considerables
beneficios al tracto digestivo, directamente relacionada a las secreciones gastricas
(biliar, gastrica y pancredtica). Se ha descrito que tal fuente de grasa reduce la acidez
intragastrica en dietas hibridas de este aceite frente a ejemplares poliinsaturados
(SERRANO y cols., 1997).

En ambito intestinal se ha demostrado que el efecto de los eicosanoides
frente a la respuesta inflamatoria beneficia en casos de enfermedad inflamatoria
intestinal al cambiar el medio lipidico y por aumentar la proteccion contra los procesos
de peroxidacion lipidica. En efecto, el aceite de oliva altera las cantidades de algunos
péptidos gastrointestinales (gastrina, PP, CCK, PYY) relacionados a la enfermedad.,
probablemente por idear niveles 6ptimos de dichas substancias (YAGO y cols., 1997).
“También reduce la produccion de citoquinas, la expresion de las moléculas de
adhesion y los niveles de otros marcadores endoteliales en esta patologia. Los dacidos
grasos monoinsaturados y los compuestos fendlicos del aceite de oliva son candidatos a
incrementar el umbrale apoptosis de células intestinales disminuyendo la necrosis,

ejerciendo un papel protector” (MATAIX, 2001).

2.3.7 El efecto de las fuentes grasas sobre la diabetes

La reduccion de la glucosa en la sangre es una caracteristica marcante en
individuos que hacen uso de esta fuente da grasa en la alimentacion. Eso se justifica por
el hecho de que la glucosa es mejor utilizada por el organismo con una menor necesidad
insulinica. Al compararse una dieta rica en grasa monoinsaturada y otra rica en
carbohidratos, en pacientes diabéticos tipo 2, se observo que la dieta rica en acidos
grasos proporcionaba una reduccion en los niveles de glucosa en periodos de ayuno y
postprandial, sin provocar alteracion el los niveles en el periodo de ayuno de insulina.
Cuando a las necesidades diarias se observo una reduccion en tal necesidad, ademas de

una reduccion el los niveles de glucosa e insulina de 24 horas (GARGO, 1998).

2.3.8 Efectos sobre el cancer
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Segtin el Dr. Quiles para relacionar las grasas alimentarias y el cancer es
necesario tenor en cuenta el tipo de grasa, su composicion cuanto a los acidos grasos
presentes, su calidad y cantidad administrada. La relacion entra la generacion del cancer
y la grasa es elucidada experimentalmente donde se afirma que la ingesta de
componentes poliinsaturados de la serie n-6 puede marca la diferencia entre la causa
originaria de la enfermad. Se afirma que la ingesta inferior a 8% del peso de la dieta en
forma de grasa permite que se observen diferencias entre el efecto cancerigeno de los
acidos grasos. Una ingesta superior a 8% equipara tal efecto a todos, de forma que no se
observan diferencias a partir de este limite entre las capacidades de promover un efecto
cancerigeno.

A partir de estas afirmaciones, parece ser que el aceite de oliva tiene ventajas
claras cuando hablamos de efecto carcinogénico. La vinculacion en un principio entre el
cancer y la grasa esta vinculado a la produccion de radicales libres limitados por la
insaturacion de la grasa. El aceite de oliva posee antioxidantes naturales por su
contenido en a-tocoferol (vitamina E) y en polifenoles, cuyo componente principal es el
tirosol que ayuda en la inactivacion de los RL formados. Si hablamos de estados mas
avanzados de la enfermedad, cundo se que requiere una vascularizacidon especifica para
el crecimiento del tumor, con una evidente alteracion del estado inmunitario, podemos
afirmar que varios metabolitos del 4cido araquiddnico tienen papeles importantes cuanto
a su desarrollo. El aceite de oliva promueve una menor estimulacion al crecimiento del
tumor, por originar una produccion menor de PGE,, que es derivada del acido
araquidonico, que por su vez se origina de los derivados del 4cido linolénico. Eso se
debe porque el aceite de oliva es rico en acido oleico (monoinsaturado) y pobre en
linoleico y linolénico (poliinsaturados) (ROSE, 1997; QUILES y cols.,, 2001;
AGUILERA y cols., 2001)

2.4. El COQ]O

2.4.1 Es descubrimiento del CoQqg

Dentro de la cadena respiratoria mitocondrial encontramos un componente,
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definido quimicamente como representante de las quinonas liposolubles, que
desempefia papel clave en la sintesis del ATP durante el proceso de fosforilacion
oxidativa. Fue descubierta en 1995, por Fernenstein y sus colaboradores, recibiendo el
nombre de ubiquinona. Sin embargo, en 1957, Crane descubri6 un compuesto
denominandolo como coenzima Q;o (CoQjo). Folkers y sus colaboradores determinaran
la estructura de la CoQ,o y de la ubiquinona eran similares. Independientemente de
hecho de que sea acreditada desde la década de cincuenta, el conocimiento y
comprension de su mecanismo de funcionamiento en los sistemas biologicos y en
enfermedades es aun limitado, de forma que su uso terapéutico no estad completamente
evaluado. Terapéuticamente se trata de una sustancia que es y/o fue utilizada en

neuropatias, miopatias, perturbaciones inmunologicas y el sindrome de fatiga crénica.

2.4.2 La sintesis y distribucion de la CoQ;o

Unos de los productos terminales de la via del mevalonato, juntamente con
el colesterol y el dolicol, es la CoQjo. Esta presente en los tejidos de todos los
organismos superiores. Su sintesis “incorpora la formacion de una cadena lateral de
isoprenoide de la acetil-CoA y el agregado de quinona a través de la via que utiliza la
tirosina o fenilananina como sustrato” (MARASCO y cols., 1999).

Su transporte, cunado se analiza la distribucion de en la circulacion
sanguinea, revela que cerca de 60% de esta molécula es transportada por el LDL y
menos de 30% por el HDL,. Sin embargo, se observa que la imposibilidad de recibir la
ubiquinona de una fuente exdgena hace con que los tejidos corporales la sinteticen, ya
que estan preparados para ello. Es importante mencionar que la CoQ;o de origen
enddgena no es transportada y redistribuida en el organismo. Como fuente exdgena
destacamos la carne y las aves como sus principales fuentes, sin perder de vista que para
el ser humano su produccién enddégena es la mas importante. Cuando de su
suplementacion oral observamos un aumento en sus niveles plasmaticos, con picos de
concentracion observados entre la quinta y décima hora de su ingestion.

Su alto peso molecular y su escasa hidrosolubilidad hacen con que su
absorcion por el tracto gastrointestinal sea lenta. A los cuatro dias del principio de su

ingesta se obtiene un 90% de los niveles estables. Su bajo nivel de clearence plasmatico,
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su vida media en la sangre es de hasta 34+5 horas. Su excrecion se hace en su mayoria
por el tracto biliar. Se argumenta que el destino de la CoQo, cuando ingerida oralmente,
se procesa en las organelas subcelulares, sobretodo matriz mitocondrial y membranas
internas después de aproximadamente 72 horas. “Las concentraciones tisulares de
CoQ)y varian sustancialmente entre los distintos organos, las mismas parecen ser

mayores en tejidos aerobicos con alto metabolismo, y por lo tanto, con mayor

capacidad de producir radicales libres (RL)” (MARASCO y cols., 1999).

2.4.3 Mecanismos de accion del CoQ.

Dentro de la cadena respiratoria mitocondrial, la CoQ;o desempena el papel
de transportador se electrones el NADH y la succinato dehidrogenasa y el sistema de
citocromos. Su accion le convierte el caracter de “agente de transferencia de protones
(redox) cuando entra en un ciclo de oxido—reduccion en la cadena de transporte
mitocondrial, donde se la encuentra presente como semiquinona, en adicion a su forma
totalmente oxidada (ubiquinol, CoQ;9 H;) u oxidada (ubiquinona, CoQjy)”
(MARASCO y cols., 1999).

Como mencionado arriba, la CoQ;o es transportada por lipoproteinas en la
circulacion, en su mayor forma reducida, como ubiquinol. Tal compuesto se comporta
como agente oxidante, al reducir el nivel oxidativo de los 4dcidos grasos transportados en
las lipoproteinas, lo que le permite, durante esos procesos, convertirse en ubiquinona.

En situaciones de estrés oxidativo, donde el plasma es sometido a un estrés
oxidativa, observamos que la primera sustancia antioxidante a ser consumida es la
ubiquinona. Se le asigna a la CoQjo un papel importante en la prevencion de la
iniciacion o propagacion de la peroxidacion lipidica en el plasma y en las lipoproteinas
de membrana. Ademas, cuando hablamos de dano a las bases nucleicas del ADN, se
comprueba su accidon protectora durante tal oxidacion.

El estrés oxidativo mediado por el fendmeno de isquemia/repercusion parece
sufrir una accion antioxidante importante por parte de a la CoQo. En algunos estudios,
en modelos animales, demostrd que la ubiquinona es capaz de promover una accién
protectora a respecto de la hiperactividad coronaria de la isquemia/reperfusion. Se

afirma que la administracion previa de CoQjo previno en cambio de las funciones
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normales del endotelio cardiaco, sin mencionar la reduccion, a su vez, del nivel de
radicales libres en principio de la repercusion. En un modelo canino se observo que la
produccion de malondialdehido fue totalmente eliminada, ademas de la reduccion del
dafio oxidativo en una situacion de isquemia/repercusion en perros tratados con la
CoQ1o. (YOKOYAMA vy cols., 1996).

La administracion in vivo en conejos mejord su capacidad de produccion de
ATP, ademads de garantizar la manutencion de los niveles de estos fosfatos, debido a una
mejor preservacion de la funcion contractil del miocardio, junto con una reduccion en la
liberacion de creatina fosfoquinasa, en el fendmeno de isquemia/reperfusion. También
hay estudios que evidencian, con el tratamiento con CoQ;9, en modelos de corazon
aislado, una mejora en la funcion diastdlica durante la reperfusion, el mantenimiento de
los niveles elevados de ATP, la preservacion de la vasodilatacion coronaria producida
por el nitroprusiato de sodio y aumento en el flujo coronario. “La mejoria de la
mecanica cardiaca y la recuperacion metabdlica con la administracion de CoQjg, ha
mostrado que ésta atenua la sobrecarga intracelular de calcio, que suprime la
fosforilacion oxidativa en la mitocondria” (MARASCO vy cols., 1999).

En analices de microscopia electronica de corazones tratados con ubiquinona
reveld niveles bajos fosfato de calcio en la matriz intramitocondrial de células de
corazones, lo que evidencia una prevenciéon cuanto a ala sobrecarga de calcio
(MATSUMOTO y cols., 1984).

Cuanto al envejecimiento, se demostrd que los niveles mas altos de CoQg se
producen en los humanos en la edad aproximada de 20 afios, presentando un declive con
el paso del tiempo, lo que indica su relacion con patologias asociadas a ¢l cuando de la
incapacidad del organismo de mantener los niveles de CoQjo y de sus defensas

antioxidantes.

2.4.4 La insuficiencia cardiaca y su relacion con la utilizacion del CoQ.

Los niveles sanguineos y del tejido miocardico de CoQo en pacientes con
insuficiencia cardiaca son mas bajos cuando se compara con sujetos libres de tal
enfermedad. En un experimento pionero, ‘“Langsjoen; (...) hallo una mejoria

sintomatica y de la fraccion de eyeccion en 19 pacientes en CF Il y IV de la NYHA,



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 55

luego de la administracion diaria de 100 mg de CoQ)y por via oral. En el protocolo se
establecio un primer periodo de 4 semanas de estabilizacion de los pacientes, que luego
fueron seleccionados en forma aleatoria para la administracion de CoQ;y o placebo,
durante 12 semanas; al término de este lapso, se cruzaron nuevamente los tratamientos
durante otras 12 semanas”’(MARASCO vy cols., 1999). Con ese estudio se observo una
mejoria del cuadro clinico de la insuficiencia cardiaca una vez que la funcioén
ventricular mejor6é notablemente, lo que posibilitdé a los enfermos una mejoria en su
calidad de vida. Esos pacientes también tuvieron una mejoria, en menor grado, con la

relacion a la tolerancia al ejercicio, evaluada con cicloergdmetro.

2.5. La mitocondria, su identificacion y estructura

La identificacion y la determinacion de las organelas celulares y de sus
funciones solo fueron posibles a partir de los afios 40. Los avances tecnologicos y
desarrollo de nuevas técnicas de aislamiento permitieron dividir la célula en
compartimentos definidos y limitados. Asi se pudo investigar mas detalladamente el
origen de las organelas, sus funciones celulares y los estudios bioquimicos de los
caminos metabdlicos.

El aislamiento de la mitocondria ocurrié en 1932 en experimento realizado
por Bensley y Hoerr. Separaron una “fraccion granular de higado de cobayo que
identificaron como mitocondrias. Si bien las fracciones aisladas no dieron resultados
satisfactorios al aplicar criterios utilizados para la determinacion in situ de estas
organela Asi, Claude, en 1940, aislo una fraccion enriquecida en mitocondrias, aunque
dariadas por el medio de suspension utilizado (solucion salina) y extensamente
contaminada con granulos secretorios” (ALVAREZ y cols., 2000).

Otro intento de aislamiento de mitocondria ocurrié en 1939, en el Instituto
de Fisiologia de la Facultad de Medicina en la Universidad de Buenos Aires. Leloir y
Mufioz, utilizaron una cdmara de neumatico de automovil llena con hielo y sal y una

, . 9 . . . .,
centrifuga de mesa refrigerada’. Con eso promovieron el aislamiento de una fraccion

9 ey, . . . ., . . .
Se convirtié en un experimento de dificil reproduccion, visto que las condiciones del experimento no

eran féaciles de controlar y reproducir, lo que indica de la coleta de dados no podia ser totalmente fiables.
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granular de higado de rata que oxidaba acido butirico. Hasta ese momento no se habia
reportado nunca algiin informe de oxidacién de 4acidos grasos por una preparacion
subcelular. Finalmente en 1948, a las mitocondrias les fue identificada su funcién de
productora de energia mediante la respiracion celular. “Hogeboom, Schneider y Palade
incorporaron sacarosa hipertonica en el medio de aislamiento con el fin de estabilizar
las mitocondrias. Ese mismo aino, Green, Loomis, y Auerbach demostraron que el
sistema del acido citrico se hallaba asociado a la fraccion mitocondrial, y Lehninger
describio la localizacion del ciclo del dcido citrico y la oxidacion de acidos grasos en
las mitocondrias” (ALVAREZ y cols., 2000).

Con el desarrollo del microscopio electronico, se pudo comprobar que las
mitocondrias presentan una doble membrana que envuelve la matriz mitocondrial. La
primera y mas externa delimita la extension de la mitocondria, ademds de mantener el
contacto con el citoplasma. La segunda membrana, por supuesto mds interna, se
caracteriza por presentar invaginaciones denominadas crestas, las que penetran en la
matriz mitocondrial. Como son dos membranas limitadas, encierran una porcién
mitocondrial denominada espacio intermebranas o espacio intercrestal.

Se observa, en general, que los tejidos bioquimicamente mas activos,
presentan mitocondrias con un nimero mayor de invaginaciones. También se observa
que la cantidad de mitocondrias en esos drganos, normalmente es mayor. A partir del
momento que presentan un numero mdas grande de crestas, se supone,
fundamentalmente, que el aumento de superficie de contacto entre membrana y
citoplasma es increiblemente mayor. “Se ha calculado que el higado y el corazon de
rata contienen una superficie total de membrana interna mitocondrial de alrededor de
12y 20 m’, respectivamente” (ALVAREZ y cols., 2000).

“En la membrana mitocondrial interna, se localiza la cadena respiratoria que se caracteriza por
la cohesion fisica con la cual sus componentes se mantienen unidos entre si e integrados a la
membrana. El componente hidrofébico hace que la membrana interna sea impermeable a la
mayoria de las moléculas polares, como protones y aniones hidroxilo. La denominacion de
cadena respiratoria es descriptiva, ya que el proceso catalizado estd constituido por una
secuencia acoplada de reacciones que dan como resultado la respiracion o consumo de oxigeno.
Este sistema multienzimatico es conocido también como cadena de transporte de electrones, una
denominacion que pone énfasis en que las reducciones y oxidaciones son fendémenos
caracterizados por la ganancia o pérdida de electrones. La superficie interior de la membrana
interna se halla recubierta por unas particulas esféricas de alrededor de 9 nm de diametro, unidas

por un pedinculo a la membrana. Estas particulas, denominadas particulas elementales o esferas
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de la membrana interna, estan constituidas por la enzima F1-ATPasa responsable de la sintesis
de ATP, proceso acoplado a la cadena respiratoria. El proceso simultineo de oxidacion y

fosforilacion de ADP es denominado fosforilacion oxidativa” (ALVAREZ y cols., 2000).

2.6. Distribucion de enzimas en las membranas mitocondriales

Experimentalmente podemos separar las dos membranas mitocondriales por
centrifugacion. Tal proceso tiene la finalidad de aislamiento de las mitocondrias.
Ademas de la centrifugacion, las mitocondrias son expuestas a la acciéon de un medio
hipoténico, que hace con que haya una expansion del volumen mitocondrial, proceso
ese denominado sweelling. Con eso, observamos que la membrana externa sufre una
ruptura irreversible, al contrario de la membrana interna, que cuando expuesta a un
medio hipertdnico, enriquecido con ATP, presenta una contracciéon de volumen,
retornado a su estado inicial. Su separacion y andlisis revelan que podemos identificar
una gran cantidad de enzimas distintas, como la aminooxidasa, las tioquinasas de los
acidos grasos, y una NADH-chito romo c-reductazo. Por su vez, la membrana interna
contiene los componentes de la cadena respiratoria y las proteinas necesarias para la
sintesis de ATP, convirtiéndose en la parte mas fascinante, la mas importante y la mas
estudiada de las dos.

El fraccionamiento de la membrana mitocondrial interna puede ser hecho a
través del uso de colato y desoxicolato, de forma que observamos con distincion los
varios complejos caracteristicos. Con eso también aislamos las proteinas constituyentes
de la cadena respiratoria. “Otras proteinas, como la 3-hidroxibutirato-dehidrogenasa y
las permeasas transportadoras de aniones y nucleotidos también se hallan integradas a
la membrana mitocondrial interna. El espacio intermembrana contiene, entre otras
enzimas, la adenilato-quinasa. La matriz mitocondrial contiene las enzimas solubles del
ciclo de los dcidos tricarboxilicos, la glutamato dehidrogenasa y las enzimas de
oxidacion de dcidos grasos. La Tabla 1 muestra la distribucion de enzimas en la

mitocondria” (ALVAREZ y cols., 2000).
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Tabla 3 — Enzimas mitocondriales y su distribucion

Ubicacion

Enzima

Membrana externa

NADH-chito romo ¢ reductazo, Acil-CoA sintetasa, Nucleosido-difosfato-
quinasa, Monoamino-oxidasa, Quinureina-oxidasa, Fosfolipasa A, Colina-

fosfotransferasa

Espacio intermembrana

Adenilato-quinasa, Sulfito-oxidasa

Membrana interna

NADH - dehidrogenasa, Succinato-dehiydrogenasa, Hierro-sulfo proteinas,
Citocromos b,c,cl y aa3, F1-ATPasa , 3-hydroxibutirato-dehidrogenasa,
Carnitina-acil-transferasa, = ADP-ATP-translocasa, Pi-OH translocasa,
Dicarboxilato-translocasa, Tricarboxilato-translocasa, Translocasas

especificas

Espacio intermembrana

Adenilato-quinasa

Sulfito-oxidasa

Fuente: Alvarez, 2000.

Teniendo en cuenta que la mitocondria presenta un ADN propio (constituido

por cerca de 16500 pares de bases, perol0” veces menos que el ADN nuclear), se

observa que la mayoria de las proteinas mitocondriales son codificadas por el nucleo. El

ADN mitocondrial, ademas de contribuir con cerca de 1% del ADN, encierra la

informacion necesaria para la sintesis de 13 subunidades proteicas del complejo de

fosforilacion oxidativa, al mismo tiempo que hace la codificacion para 2 ARN

ribosomales 12S y 16S, y 22 ARN de transferencia.

“Es importante destacar que en la mitocondria se encuentra el 10-15% del

glutation total celular. Dicha molécula es un tiol de bajo peso molecular (tripéptido),

que ayuda a mantener un medio reductor en la organela” (ALVAREZ y cols., 2000).

2.7. Metabolismo Oxidativo Mitocondrial

La mitocondria desempefia una funciéon muy importante en el metabolismo

aerdbico. Su trabajo inicial es de promover la decarboxilacion oxidativa de compuestos,

de forma que haya una produccion de acetil-CoA. Entre los substratos utilizados se

encuentra el piruvato, que es el producto final de la glicdlisis. La reaccion es mediada
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por el complejo enzimatico piruvato dehidrogenasa. Enseguida, el acetil-CoA formado
es oxidado en dos caminos metabdlicos distintos. Puede seguir el ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos, siendo transformado en diéxido de carbono, donde participa el NAD+
que es reducido a NADH o pasar a través de una gama de reducciones y oxidaciones de
forma que al final se observe una reoxidacion del NADH a NAD+ y la reduccion del
oxigeno a agua. Este segundo proceso, catalizado por la cadena respiratoria, es
determinante, ya que la energia de oxidaciéon de sustratos que es utilizada para la
sintesis de ATP se origina aqui.

El ATP es tan solo un nucledtido derivado de la unién de una ribosa, una
adenina y una unidad trifosfato. Su forma activa generalmente viene agregada a un
Mg™ o Mn™. Su base energética depende de su unidad trifosfato que sitia dos enlaces
anhidrido fosfoérico. El desprendimiento de energia depende exclusivamente de su
hidrolizacion hasta monofosfato de adenosina y pirofosfato” (STRYER, 1988). E1 ATP
se convierte, por tanto, en el principal donante directo de energia libre.

Asi concluimos que el intermediario mas importante del metabolismo
oxidativo en las mitocondrias es la acetil-CoA, que por su vez puede ser originado de
tres fuentes distintas, de azucares, acidos grasos y aminoacidos. A través de la beta-
oxidacion, los acidos grasos son destituidos a acetil-CoA. En ese proceso, las enzimas
implicadas provienen de la matriz mitocondrial. La degradacion de aminoacidos ocurre
en su mayoria en el citosol. Independientemente de eso, la mitocondria desempefia una
funcién importante en tal proceso. “Hay transaminasas mitocondriales que convierten
ciertos aminodcidos a los correspondientes cuerpos cetonicos que pueden entrar al

ciclo de los dcidos tricarboxilicos ”. (ALVAREZ y cols., 2000).

2.8. La cadena respiratoria

2.8.1 Componentes:

La presencia de innumeros transportadores de electrones en la cadena
respiratoria es una caracteristica importante de la cadena respiratoria. Esos mismos
transportadores pueden constituirse en moléculas orgdnicas comparativamente “simples,

como la ubiquinona, nucleotidos como el NADH,; o estructuras proteicas, como las



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 60

flavoproteinas, las hierro-sulfoproteinas o los citocromos” (ALVAREZ y cols., 2000).
El sistema de transferencia se organiza de forma que los componentes de la cadena
respiratoria puedan ser ordenados para desempefiar un trabajo altamente eficiente y
suficientemente rapido, ya que su especificidad evita reacciones paralelas.

Observamos que hay diversas vias de entrada de substratos oriundas de las
distintas dehidrogenasas. La mayoria de los electrones que vienen de los procesos
oxidativos celulares, tienen la ubiquinona como objetivo principal. De esa forma, los
electrones son transferidos a la ubiquinona mediante la acciéon de flavoproteinas
dehidrogenasas: NADH dehidrogenasa, succinato dehidrogenasa, glicerol-3-fosfato
dehidrogenasa, acil (dcido graso)-CoA dehidrogenasa, colina dehidrogenasa. En
contrapartida, observamos que el oxigeno recibe electrones de un tnico donante: el
chito romo aa3 o chito romo oxidasa. “Entre la ubiquinona y la chito romo oxidasa, hay
varios transportadores intermedios: los citocromos bk, bT, cl y c¢; y algunas hierro-
sulfo proteinas” (ALVAREZ y cols., 2000). Como la chito romo oxidasa desempefia el
papel de donante de electrones al oxigeno que no puede ser igualado por ninglin otro
mediador, se puede afirmar que se trata de un componente motriz esencial para la
respiracion celular. Su capacidad de transferencia tetravalente de electrones al oxigeno
para formar agua es impresionante.

Es posible distinguir cinco complejos funcionales distintos en la
mitocondria. El fraccionamiento de la membrana interna puede ser hecho utilizando
sales biliares, que promueven segmentacion de la membrana. Los cinco complejos son
denominados: el complejo I (NADH-ubiquinona reductazo), el complejo II (succinato-
ubiquinona reductazo), el complejo III (ubiquinol-chito romo ¢ reductazo), el complejo

IV (chito romo oxidasa) y el V (complejo F1-ATPasa).

2.8.2 Inhibidores:

Existen tres grupos principales de inhibidores del transporte de electrones.
Son divididos en grupos distintos por una razén muy sencilla. Se agrupan de acuerdo
con el sitio de accidon donde actuan. Un primer grupo de inhibidores interviene sobre la
NADH-dehidrogenasa, promoviendo el bloqueo de la transferencia de electrones entre
la flavina y la ubiquinona. Como representantes de ese grupo se pueden mencionar la
rotenona y la piericidina. Su accion esta vinculada a una ligacion estequiométrica con la

NADH-dehidrogenasa. El amital, los esteroides, los detergentes, y algunos anestésicos
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volatiles como el halotano son inhibidores de localizacion semejante. Son denominados
en general de inhibidores del grupo I, debido a su accidn especifica sobre el primer sitio
de fosforilacion. Un segundo grupo presenta accion bloqueadora sobre la transferencia
de electrones entre el chito romo b y el chito romo cl. Un ejemplo conocido de este
grupo es la antimicina, de forma que su accidén depende de una ligacion estequiométrica
“con un componente que esta en relacion equimolecular con los citocromos bT y cl
Inhibidores similares son la hidroxiquinolina-N-oxido y el BAL. Se los denomina
inhibidores de sitio I’ (ALVAREZ y cols., 1994). Los inhibidores de sitio III sobre el
hemo a3 de la chito romo oxidasa, de forma que su interaccion con el oxigeno se torna
inviable. Otras especies reactivas como el cianuro, monédxido de carbono y azida son

impedidas de unirse a la enzima por el mismo mecanismo.

2.8.3 Fosforilacion oxidativa

La obtencion de energia libre es conseguida mediante la combustion de
moléculas como los &cidos grasos y glucosa. La transferencia de electrones, mediados
por transportadores especiales, como los nucledtidos de piridina o flavinas, en sus
formas reducidas, transfieren esos mismos electrones al ultimo receptor de la cadena
respiratoria: el oxigeno.

La sintesis de ATP depende basicamente de este transporte electronico,
ademds de la presencia de ADP y Pi. El proceso recibe entonces el nombre de
fosforilacion oxidativa. Se trata de un proceso que envuelve mecanismos oxidativos,
responsables de la liberacion de la energia necesaria para tal sintesis. Es un conjunto de
reacciones quimicas tales como el transporte de electrones y la sintesis de ATP
(mencionados arriba), dependiente de la fuerza promotriz, que se caracteriza por el
desencadenamiento de un potencial electroquimico de protones transmembrana y que
ocurre, obviamente, en la membrana mitocondrial interna. Las reacciones quimicas y la
fuerza promotriz estan intimamente ligadas y son interdependientes. Si se tienen en
cuenta los sitios de entrada de los electrones en la cadena respiratoria, cuando se utilizan
NADH, succinato, ascorbato-tetrametil-p-fenilendiamina, se pueden localizar los sitios
de la cadena respiratoria donde se produce energia para la sintesis de ATP. Estos sitios

son denominados de: sitios de conservacion de la energia o sitios de fosforilacion. Se
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admite que estdn ubicados en la cadena respiratoria en la vecindad de la NADH-
dehidrogenasa (primer sitio), en el sector chito romo b-chito romo cl (segundo sitio) y
en el sector chito romo oxidasa-oxigeno (tercer sitio). “La ubicacion de los sitios de
conservacion de la energia es una consecuencia de las propiedades termodinamicas de
la cadena respiratoria o, en otros términos, de los potenciales redox'’ de los
transportadores de electrones® (ALVAREZ y cols., 2000). Asi afirmamos que un
agente fuertemente reductor (NADH) presenta un potencial redox negativo alto, de
forma que un agente fuertemente oxidante (oxigeno) presenta un potencial redox
positivo (STRYER,1988).

Por tanto afirmamos que le NADH y el FADH,, formados en la glicélisis, en
la oxidacion de 4cidos grasos y en el ciclo de Krebs presentan un eximio potencial de
transferencia de electrones. La fosforilacion oxidativa es responsable por 32 de las 36
moléculas de ATP que son formados de la oxidacién de la glucosa en CO, y agua.

De forma sencilla podemos describir el camino de los electrones hasta el

oxigeno:

“La cadena mitocondrial de transporte de electrones presenta un conjunto de complejos distintos
e interdependientes para la produccion energética mediada por la respiracion celular (...):

El Complejo I es formado por la enzima NADH: ubiquinona dehidrogenasa (NADH-DH). El
NADH es un nucleétido con electrones de alta energia proveniente del ciclo del acido citrico. El
complejo I transfiere dichos electrones del NADH -por accion de la NADH dehidrogenasa - a la
ubiquinona o coenzima Q (CoQ) y luego al succinato, que es el siguiente paso en la cadena de
transporte. Al pasar de un transportador al siguiente, los electrones liberan energia que es
utilizada por el complejo I para bombear protones (H") de la matriz al espacio intermembrana.
Esto genera un gradiente transmembrana que termina activando a la enzima ATPsintetasa o
ATPasa.

Cada complejo en la cadena respiratoria tiene mayor afinidad por electrones que su predecesor,
a su vez, éstos van perdiendo energia a medida que recorren la cadena.

El Complejo II es formado por la enzima Succinato - ubiquinona reductazo Este complejo
enzimatico transfiere electrones del succinato a la CoQ. En esta etapa no se produce

translocacion de protones a través de la membrana y por lo tanto el Complejo II es un simple

' E concepto electroquimico de potencial redox. Puede ser negativo o positivo. El redox negativo puede
ser definido como la afinidad mas baja de ciertas sustancias por electrones los que la del H,. En
contrapartida, el redox positivo seria la afinidad mas alta de ciertas sustancias por electrones los que la del

H, (STRYER, 1988).
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transportador entre el Complejo [y el III.

El Complejo III es formado por la enzima chito romo bcl. Transporta electrones de la CoQ al
chito romo c. En esta etapa hay translocacion de protones.

El Complejo IV es formado por la enzima chito romo oxidasa (...) que utiliza al chito romo ¢
(Cit ¢) como sustrato. La enzima toma 4 electrones del chito romo c y los transfiere a dos
moléculas de oxigeno formando agua. Esta es la inica circunstancia en que el oxigeno (que por
su estructura atémica solo puede tomar uno o a lo sumo dos electrones a la vez), adquiere en
forma simultanea 4 electrones. En esta etapa hay translocacion de protones.

El Complejo V es formado por la enzima ATPasa que funciona en forma reversible. La enzima
aprovecha la energia generada por la translocacion de protones en los complejos I, III y IV para
sintetizar ATP que es el objetivo final de todo este mecanismo. Actuando en forma reversible, la
ATPasa puede a su vez, hidrolizar el ATP para bombear, contra gradiente, electrones desde el
espacio intermembrana hacia la membrana, o sea el mecanismo inverso que se verificaba en los

complejos I, I1I, y IV. (MARASCO y cols., 1999)

Ademas de la presencia de NADH y FADH; como transportadores de
electrones, la cadena respiratoria presenta otro componente cargador, que entre otras
funciones promueve y facilita la dislocacion de protones dentro de la membrana: la
coenzima Q o ubiquinona (CoQ10). En la cadena respiratoria “actua transportando
electrones entre el NADH y la succinato dehidrogenasa y el sistema de citocromos”
(MARASCO y cols., 1999).

Todo el proceso de fosforilacion oxidativa depende del llamado control
respiratorio. La presencia de ADP y fosfato inorganico (Pi) es condicion irrevocable
para que ocurra la oxidacion de sustratos en las mitocondrias. Como la presencia de
fosfato inorganico, en condiciones fisioldgicas, es abundante en la membrana
mitocondrial, pudimos afirmar que, la concentracion de ADP es el factor que determina
la velocidad de los procesos bioquimicos y bioeletroliticos. Por tanto, se afirma que la
ausencia de ADP limita la actividad respiratoria, siendo en ese caso débil. Este estado,
donde existe sustrato suficiente para el incremento de la respiracion mitocondrial, en la
ausencia de ADP, lo determina una velocidad respiratoria lenta es llamado de estado
controlado o estado 4.

Existen maneras de medirse la eficiencia de la respiracion mitocondrial,
siendo la polarografia una de las mas utilizadas. En experimentos controlados, los

sistemas mitocondriales tuvieron su velocidad de respiracion aumentadas varias veces,
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después de acrecentarse cantidades expresivas de ADP''. Sin embargo, posteriormente a
la consumicion de todo el ADP, se observa que la velocidad con que se procesa la
actividad respiratoria vuelve al estado inicial (retoma el estado 4). Esta relacion entre el
estado 4 y 3 es denominada control respiratorio.

Las mitocondrias, normalmente, presentan la relacion del consumo de ADP,
utilizacion de oxigeno para oxidar el sustrato (indice de P:O) y la formacion de ATP,
equilibrada. Por tanto, esos tres factores agregados son responsables para que se pueda
expresar el grado de articulacion entre los procesos de oxidacion y de fosforilacion, de
forma que cuando se observan alteraciones en el control respiratorio o en el indice P:O,
podemos afirmar que hay mitocondrias dafiadas o desacopladas. A seguir podemos ver

algunos de los estados metabolicos mitocondriales.

Tabla 4 - Estados metabodlicos disponibilidad mitocondriales ( Segun Britton Chance)

Estado Presencia de Nivel de Nivel de Velocidad Factor determinante de la
metabdlico 02 ADP substrato |respiratoria velocidad respiratoria

1 Si bajo bajo lenta ADP

2 Si alto muy bajo | lenta sustrato

3 Si alto alto Répida cadena respiratoria

4 Si bajo alto Lenta ADP

5 No' alta alta Nula oxigeno

Fuente: Marasco, 1999.

2.8.4 Coenzima Q o ubiquinona

Los niveles tisulares de coenzima Q (CoQj¢) dependen de su biosintesis
enddgena, ademas de la dieta especifica de cada individuo. Prueba de eso es observada

por el hecho de que pacientes dependientes totalmente de nutricion parenteral sufren

"' La adicién de ADP determina un consumo de oxigeno rapido y de forma que el estado 4, pasa sufre un
cambio, que es denominado estado activo o estado 3.

12 . .
En estado de anaerobiosis
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una perdida drastica de sus niveles plasmaticos de coenzima Q. A ella le es dada una
gran importancia, sobretodo a su cantidad en los musculos estriados y en el musculo
estriado cardiaco, de forma que pacientes acometidos por enfermedades cardiacas
presentan niveles mas bajos de CoQ. El establecimiento de los niveles normales puede
ser hecho al se administrar CoQ;o a los pacientes que presentan la ya mencionada
deficiencia, de forma que esas concentracion sanguinea puede ser verificada a través de
analisis de sangre y plasma (LITTARRU y cols., 1990).

La velocidad y efectividad del trabajo mitocondrial, que determina la
funcionalidad de la cadena respiratoria o del transporte electrolitico dependen de
factores muy importantes. Entre ellos esta la concentracion tisular de CoQ,g. Por su vez,
la cantidad tisular de coenzima Q es determinada por varios factores. La deficiencia de
vitamina A, tirotoxicoses y la exposicion al frio contribuyen para el aumento de los
niveles tisulares. En contrapartida, podemos afirmar que la exposicion prolongada al
hambre y una dieta pobre en proteinas hacen con que los niveles tisulares disminuyan
(HUERTAS y cols., 1991).

Otros factores, como las condiciones psicologicas y patolégicas, como en el
hipertiroidismo, ademas del aumento de los dafos oxidativos a las membranas
mitocondriales con consecuente destruccion de sus lipidos membranares, como los
observados en atletas en el periodo de entrenamiento intensivo también promueven la
disminucién tisular de CoQ;o (LITTARRU y cols., 1990).

Existen evidencias de que la CoQy la CoQjg,en los seres humanos, presenta
la funcion de tapar algunos agujeros oxidativos, convirtiéndose asi en un importante
antioxidante enddgeno, motivo ese de su presencia en las paredes celulares. La
proteccion celular previne la liberacidon de compuestos acidos provenientes de la
fosforilacion de lipidos, ademas de suprimir la peroxidaciéon de los mismos. Presenta
también funciones bioenergéticas, desempenando un papel importante en la cadena
respiratoria (HUERTAS y cols., 1991). En la membrana mitocondrial promueve la
transferencia del ion negativo entre el complejo flavoproteina deshidrogenase y chito
romo bcl (LENAZ, 1998).

Asi, el incremento en personas que presentan niveles mas bajos es
importante. Pacientes con hipertiroidismo, atletas en el periodo de entrenamiento y
pacientes que sufrieron algun transplante de 6rganos son “candidatos” a ese tratamiento.
La elevacion de los niveles cardiacos y musculares en individuos entrenados demostrara

una relacion positiva entre su contenido y el porcentual oxidativo de las fibras, y entre
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su contenido y la capacidad de realizacioén del ejercicio. Pero, cuando se procesaba la
normalizacién de los niveles de coenzima Q por la accion de la citrato sintase, los
individuos entrenados que presentaban una capacidad respiratoria mas grande también
tenian los niveles mas bajos de CoQ;o (LITTARRU y cols.,1990).

Segun Huertas, no se observa el aumento de las concentraciones de CoQo y
CoQy al someter individuos a dieta con 8% de 6leo de oliva virgen. Pero al se
administrar antraciclina’® y inactivadores de la cadena respiratoria, ocurre una
estimulacion de la peroxidacion lipidica en microsomas, con aumento en la produccioén
de CoQy, demostrando un claro intento del cuerpo en compensar el dano producido.
Una unica molécula de ubiquinona reducida puede proteger cerca de 1300 moléculas de
acidos grasos poliinsaturados.

El la cadena mitocondrial, la coenzima Q presenta un papel importante. Se
trata del substrato para la actuacion de los complejos I y III de la cadena respiratoria.
“El Complejo I es formado por la enzima NADH: ubiquinona dehidrogenasa (NADH-
DH). El NADH es un nucleotido con electrones de alta energia proveniente del ciclo del
acido citrico. El complejo I transfiere dichos electrones del NADH -por accion de la
NADH dehidrogenasa - a la ubiquinona o coenzima Q (CoQ) y luego al succinato, que
es el siguiente paso en la cadena de transporte. Al pasar de un transportador al
siguiente, los electrones liberan energia que es utilizada por el complejo I para
bombear protones (H') de la matriz al espacio intermembrana. Esto genera un
gradiente transmembrana que termina activando a la enzima ATPsintetasa o ATPasa.
(...) El Complejo 11l es formado por la enzima chito romo bcl. Transporta electrones de

la CoQ al chito romo c. En esta etapa hay translocacion de protones”. .

2.8.5 citocromo Oxidasa

La influencia de diferentes tipos de dietas y la peroxidacion lipidica
envolviendo la accidon de la chito romo oxidasa con visible alteracion de las
concentraciones endogenas de chito romo ata; en las mitocondrias fue

considerablemente investigada.

13 Antibidtico
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Es inherente el hecho de que dietas altamente grasientas son responsables
por una alta degradacion fosfolipidica en la membrana mitocondrial. Los efectos
peroxidativos pueden, algunas veces, producir una aparente enlace entre la accion de la
chito romo oxidasa y el incremento del contenido de chito romo atas. (MATAIX y
cols., 1991).

Algunas enzimas de la pared de las membranas utilizan substratos
hidrofobos, que comparten el mismo sitio activo con partes especificas de lipidos
homologos. Eso explica el aumento de la actividad del chito romo en dietas altamente
constituidas de lipidos; en especial, lipidos poliinsaturados (FATO y cols., 1988).

La chito romo oxidasa es una enzima terminal de la cadena respiratoria, vital
para la transduccion de energia y para el consumo del oxigeno. Es compuesto por 13
subunidades, siendo tres de ellos transcritos y traducidos en la propia mitocondria; y los
demas transcritos en el nucleo celular, traducidos en el citoplasma y transportados a la
célula. La chito romo ¢ oxidasa es altamente dependiente de la cardiolipina para obtener
su maxima actividad, de forma que la alteracion dietética, en detrimento de la ingestion
de lipidos, puede alterar su accion el la cadena respiratoria. (MATAIX y cols., 1991).

La chito romo oxidasa es constituyente del complejo IV en la cadena
respiratoria y “utiliza al chito romo ¢ (Cit ¢) como sustrato. La enzima toma 4
electrones del chito romo c y los transfiere a dos moléculas de oxigeno formando agua.
Esta es la unica circunstancia en que el oxigeno (que por su estructura atomica solo
puede tomar uno o a lo sumo dos electrones a la vez), adquiere en forma simultanea 4

electrones. En esta etapa hay translocacion de protones”.

2.8.6 Desacoplantes e inhibidores:

La inhibicién de la fosforilaciéon oxidativa puede ocurrir cuando se hace
presente representantes de dos clases de sustancias denominadas desacoplantes y los
inhibidores de la transferencia de energia. Entre los desacoplantes, podemos mencionar
los fenoles sustituidos (pentaclorofenol y dinitrofenol), hormonas tiroideas,
fenilhidrazonas de cianuro de carbonilo, dicumarol, 4cidos grasos de cadena larga y
algunos antibidticos (como valinomincina y gramicidina). Presentan la accidon

caracteristica de desperdiciar el potencial electroquimico de protones; de forma que la
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energia producida en el transporte electronico se pierde en forma de calor. Existen aun
inhibidores de la transferencia de energia. Hacen parte de ese grupo la rutamicina,
oligomicina y diciclohexilcabodimida, que actian afectando paralelamente la
respiracion y a la fosfoforilacion. Entre tanto, en sus acciones no se incluyen perjudicar
el transporte de electrones en mitocondrias desacopladas. Por eso, el desacoplamiento
de la energia liberada por el transporte de electrones en las mitocondrias mediada por
los desacoplantes estimula las respiracion, mismo que la energia producida se pierda.
Ademas de esta diferencia, presentan propiedades que también los diferencian de los

inhibidores directos del transporte de electrones (como cianuro y antimicina).

2.8.7 Concepcion quimiosmética del mecanismo de acoplamiento

La conservacion de energia es un proceso que viabiliza su utilizacion para la
formacion de ATP. Se trata de uno de los eventos primordiales de la fosforilacion
oxidativa. Esa energia también puede ser utilizada en otras funciones mitocondriales
dependientes de energia. Peter Mitchell propuso una teoria quimiosmotica, bastante
aceptada para explicar el mecanismo de acoplamiento de estos procesos. Entre tanto, su
teoria debe respetar tres fundamentos:

a) el primero dice que la membrana mitocondrial interna presenta la
caracteristica de impermeabilidad delante de la presencia de protones e hidroxilos.

b) En la cadena respiratoria observamos el cambio electrolitico de la
mitocondria con el medio extramitocondrial citosdlico, de forma que dos protones son
translocados por dos electrones. Este proceso es articulado al transporte de energia por
medio de los sitios de conservacion de energia.

c) El transporte de protones para la matriz mitocondrial mediante la accion
de la ATPasa (ATPsintetasa) se relaciona directamente con la sintesis de ATP. Se trata
de una enzima que transporta vectorial y, reversiblemente, protones con una
estequiometria caracteristica: dos protones por Pi incorporado (o liberado) del ATP.
“Los electrones son transportados a través de la cadena respiratoria y la energia
liberada en la reaccion redox es utilizada para excluir protones desde la membrana
interna hacia el espacio intermembranas. Este proceso crea un potencial promotriz a

través de la membrana interna, con la subsiguiente reentrada de protones hacia el
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interior forzando a la enzima ATP sintetasa (unida a membrana), que cataliza la
formacion de ATP, a completar el proceso de fosforilacion oxidativa (...). Esta teoria
implica la importancia de procesos direccionales o vectoriales versus no direccionales
en biologia, lo cual es logico ya que las enzimas involucradas en la respiracion y

fosforilacion oxidativa se hallan unidas a una membrana” (ALVAREZ y cols., 2000).

2.8.8 Produccion de peroxido de hidréogeno y anion superoxido en mitocondrias

2.8.8.1 Primeras evidencias

Histéricamente, en 1966 y 1967, Jensen y Hinckle y col., determinaron que
la produccion de H,O, por la cadena respiratoria mitocondrial era una evidencia
irrevocable. En 1971, Loschen y col. determinaron experimentalmente, en el corazéon
de una paloma, la formacién de H,O, mitocondrial, determinando su relacién con el
estado metabdlico, al mismo tiempo que Boveris y col, en 1972, descifraron y
especificaron las propiedades generales de la producciéon mitocondrial de H,O, en
mitocondrias de higado de rata. Diversos investigadores empezaron a realizar
experimentos con diversas clases distintas de animales, para determinar definitivamente
la actividad mitocondrial. Fueron investigados mamiferos, aves, invertebrados,
organismos unicelulares eucariotas, y plantas; lo que permiti6 que el establecimiento de
la produccion de H,O, sea considerada como una propiedad mitocondrial. Entre tanto,
“la produccion de O,- por membranas mitocondriales fue informada por primera vez
por Loschen y col., y luego Boveris y Cadenas mostraron que el O»- es el precursor

estequiométrico del H,O; mitocondrial” (ALVAREZ y cols., 2000).

2.8.8.2 - Produccion de peroxido de hidrégeno y anion superéxido

La mitocondria es un de los mayores productores de radicales libres al
mismo tiempo que son constituidas de compuestos altamente vulnerables a los mismos.

Los cientificos determinan que varias enfermedades degenerativas y productoras de
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radicales libres son oriundas de mutaciones en las mitocondrias.

La utilizacion del oxigeno en los procesos de respiracion celular estd en la
orden de 96 a 99%. “En distintos niveles de la cadena (...) el oxigeno toma un electron
por molécula (...) reduciéndose a anion superoxido (0,-), o dos electrones
convirtiéndose en peroxido de hidrogeno (H,O;). La cadena respiratoria, constituye
por lo tanto la mayor fuente de estas especies reactivas de oxigeno (...) (ALVAREZ y
cols., 2000). Del 1 al 4%, no utilizado, por tanto, por la chito romo oxidasa, se destina a
la producciéon de H,O, y Os-.

Cuando ocurre el aumento en la producciéon de especies reactivas de
oxigeno, produccion esa que puede ser acrecida por la presencia de anoxia, que
promueve la reaccion catalitica con metales, y reperfusion sanguinea; las mitocondrias
se transforman en el mayor objetivo de destruccion. Ocurre una cadena de eventos que
envuelve la peroxidacion de lipidos, oxidacion proteica y dano al DNA con debilidad en
la actividad enzimdtica y finalizacion de la actividad mitocondrial (LENAZ y cols.,
1999).

Sencillamente, podemos afirmar, que durante la oxidacion del grupo
ferrohemo (Fe™) de la hemoglobina a ferrihemo (Fe'”) se observa la formacién del
radical hidroperéxido por protonacion del anion superoxido (HO,), que enseguida

reacciona con otro anion superoxido formando el peroxido de hidrogeno (H,0,).

e H HO, O,
O ———> +0p ——> HO, ——— H;0,

Anién Superoxido Radical hidroperoxilo Peréxido de Hidrogeno

El hierro, por tanto, puede ser considerado un radical, ya que presenta
electrones desemparejados. En otras palabras, “la oxidacion de Fe** conduce, a través
de la pérdida de un electron que es recibido por el oxigeno, a la formacion de O;. La
generacién de Oy da origen a H>Os, que puede reaccionar con Fe’ y producir -OH
(reacciones 1 a 3), de esta forma el hierro resulta un catalizador adecuado de la

produccion de intermediarios de la reduccion parcial del oxigeno de alta

reactividad”.(GALLEANO vy cols., 2000)

Fe’" + 0, Fe’ T O,
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2 0,"+2 H H,0, + 0,

Fe*" + H,0, OH + Fe’" + OH

El estado metabodlico mitocondrial ejerce y determina la funcionalidad
mitocondrial. La produccién de H,O, por mitocondrias aisladas se relaciona con el
estado momentaneo de la misma. La produccion se ve aumentada cuando la mitocondria
se presenta en el estado 4, ya que la ausencia de ADP hace con que la respiracion
celular se procese a un nivel muy bajo. De esa forma, observamos una excesiva
reduccion de los componentes de la cadena. En contrapartida, en el estado 3, donde la
velocidad de consumo de oxigeno es alta, los componentes de la cadena respiratoria se
encuentran oxidados, de forma que la generacion de H,O, es baja o inexistente. La
presencia de antimicina A puede ser un problema, ya que casi todo el oxigeno presente
es conducido a la produccion de H,O,. Al revés, la utilizacion de sustratos que penetran
en la cadena respiratoria por medio de la actuacion del NADH, hace que la Rotenona
inhiba la produccion de H,O,. Entre tanto, la entrada de cualquier sustrato mitocondrial
en la cadena respiratoria por el camino de NADH o ubiquinona, potencialmente tiene la

capacidad de generar H,O,.

Tabla 5 — Produccién de anidn superdxido por las particulas submitocondriales

Produccion de (0)%

Tejido Sustrato Inhibidor de la cadena (nmol/min/mg de
proteina

Corazén bovino Succinato antimicina 1.7

Corazon de rata Succinato antimicina 1.3

Hepatoma de Morris Succinato antimicina 3.8

Macrofago (pulmon de

Succinato antimicina 0.7
rata)
Tumor de Ehlrich Succinato antimicina 0.9
Higado de rata Succinato antimicina 2.8
Cerebro de rata dihidroorotato Antimicina 2.5

Corazon bovino NADH rotenona 09
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Raiz de papa

NADH

rotenona

1.0

Fuente: Galleano, 2000.

Tabla 6 - Produccion de perdxido de hidrogeno en mitocondria aislada

Produccién de H,O, (nmol/min/mg de proteina

. Sustrato
Tejido Estado 3 +
Estado 4 Estado 3
Antimicina

succinato 0.5 0.1 0.2
Higado de rata

Malato-glutamato 0.4 0.08 0.2
Corazoén de rata succinato 0.6 0 3.7
Rifdn de rata Succinato 0.4 0.1 1.6

succinate 0.6 - 1.4
Macroéfago (pulmoén de rata)

malato-glutamato 0.4 - 1.8

succinato 0.8 0 16
Corazoén de paloma

Malato-glutamato 0.8 0 15
Pulmoén de Paloma succinato 0.33 0 0.25

succinato 4.9 4.1 8.5
Crithidia fasciculata

alfa-ketoglutarato 8.6 9.6 13.6

succinato 1.5 1.3 2.2
Saccharomyces cerevisiae

etanol 1.4 1.1 1.5
Tripanosoma cruzi NADH 23 23 23

succinato 0.7 0.34 0.81
Raiz de papa

NADH 1.8 1.8 1.75

Fuente: Galleano, 2000.

El estudio de la cadena respiratoria permitié la localizacion de los sitios

principales de producciéon de O;-, que es considerado como precursor estequiométrico y

principal intermediario del H,O, mitocondrial; de NADH-ubiquinona reductazo

(complejo I) y de la ubiquinol-chito romo ¢ reductazo (complejo I1I), que comparten la

ubiquinona como componente comun. Los tres sitios son importantes productores de

0,- y Hy0,. La succinato dehidrogenasa (complejo II) no es considerada como una

gran productora de H,O,. En contrapartida tenemos una sustancia denominada

ubisemiquinona que es considerada como la principal culpable de la formacion de O,- y
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H,0, en mitocondrias. Una curiosidad es que existen otras especies reactivas'® que
pueden ser producidas, pero menos importantes.

El dafio oxidativo mediado por especies como O- y H,O, es excesivamente
grande. Promueve “la oxidacion de lipidos esenciales, a partir de la reaccion en cadena
de lipoperoxidacion, pueden verse afectados los componentes de la cadena respiratoria
vy el DNA contenido en la mitocondria. De tal manera que la localizacion de las
enzimas antioxidantes con relacion a la mitocondria es importante” (ALVAREZ y
cols., 2000).

Entre las principales enzimas antioxidantes esta la superoxido dismutasa. En
su contenido puede estar presente el cobre y zinc (Cu y Zn), que presenta su centro
activo en el citosol de la célula. Existe una segunda forma que presenta en su
constitucion el Manganeso (Mn) localizado en la mitocondria. Actua basicamente
promoviendo la formacion de peréxido de hidrégeno y oxigeno molecular a partir de

dos moléculas de O,-.

2H+

Oz- + 02- > H202+ Oz-

Superoxido desmutasa

En los peroxisomas podemos encontrar la catalasa. En el citosol celular y en
la mitocondria encontramos la glutation peroxidasa. Se trata de una enzima que
contiene selenio de origen mayoritariamente mitocondrial. A principio, podemos
concluir que las defensas contra los antioxidantes se hacen presentes tanto en las
mitocondrias cuanto en el citosol celular. “La concentracion en estado estacionario de
O;- es mantenida en 107" M en el citosol y en 107" M en la matriz mitocondrial por las
superoxido dismutasas, mientras que el H,O; es regulado basicamente por la catalasa a
concentraciones mayores de 107 a 10° M en toda la célula (las membranas son
altamente permeables al H>05) y 10° - 10° M en los peroxisomas” (ALVAREZ y
cols., 2000).

4 Ademas de la produccién de O,- y H,0,, podemos observar, en pequeilisima escala la produccion de
otras especies de oxigeno reactivo como el radical hidroxilo y oxigeno singlete (‘O,), son dependientes de

la produccion primaria de las especies mencionadas.
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Las especies reactivas de oxigeno, también pueden ser formadas en otros
tejidos del organismo. En los acidos grasos poliinsaturados (PUFA - polyunsaturated
fatty acid), por ejemplo, observamos un fenomeno denominado lipoperoxidacion, que

sera discutida en el préximo topico.

2.8.9 El sistema genético mitocondrial

La disminucion progresiva de la funcionalidad mitocondrial es una de las
situaciones mas frecuentes del envejecimiento, lo que nos hace pensar que la
mitocondria seria o funcionaria como un reloj; el reloj bioldgico del envejecimiento
(MATAIX y cols., 1998). La propagacion del dafo oxidativo, con el paso del tiempo,
esta vinculada a la acumulacion edad-dependiente producido por las especies reactivas
del oxigeno y las alteraciones en la funcién fisiologica de la mitocondria (QUILES y
cols., 1999). De esa manera se torna admisible considerar la mitocondria como uno de
los blancos mas importantes del proceso de envejecimiento. Como evidencias podemos

cnumerar.

e Acumulacion de grandes deleciones y mutaciones puntuales en el DNA
mitocondrial (DNAmt) y el descenso de su numero de copias en algunos tejidos

¢ Disminucién de la actividad enzimatica de la cadena de transporte de
electrones con el aumento de la edad.

e Las dos evidencias anteriores probablemente delimitan el al aumento de
formacion de radicales libres.

e Descenso del potencial y cambios de la morfologia de la membrana

mitocondrial.

Estos aspectos arriba mencionados definen algunas de las diferencias
funcionales de la mitocondria, que determinan la velocidad y la forma con que se
procesa el envejecimiento mitocondrial, que por su vez determina la longevidad de los
individuos afectados en mayor o menor grado por los eventos descritos. Como ejemplo

podemos citar que algunos estudios determinaran que en algunas poblaciones se observa
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la presencia de una “variante hereditaria de una linea germinal de ADNmt (halogrupo
J) que se asocia con el envejecimiento mas adecuado y una mayor longevidad en la
poblacion italiana” (BATTINO y cols., 1999). El descubrimiento de tres mutaciones
asociadas a una linea germinal de ADNmt explica la presencia de una cantidad
expresiva de personas centenarias en Japén (HUERTAS y cols., 1999).

La mitocondria puede, por lo tanto ser considerada como un elemento de
control de la expresion génica nuclear, y no sélo un organulo que determina, modifica y
ajusta su metabolismo de acuerdo con la necesidad energética celular, ademas de ser
responsable directo por la formacion de ERO. “Asi se ha descubierto que un numero
elevado de proteinas con papel regulador o de adaptacion se hallan localizadas en la
mitocondria o bien son translocadas a ella por su activacion. Este es el caso de
Nur77/TR3, p53, PKCl1, JNK/SAPK, algunas caspasas y miembros citoplasmaticos de
la familia del Bcl2 tales como Bid, Bax o Bim (GONZALEZ y cols., 1999).

2.8.10 Daiio oxidativo al ADN y oxidacion del ADN mitocondrial

Algunas enfermedades humanas estan directamente relacionadas con la
presencia de de los radicales libres. El dafio de de biomoléculas, entre ellas del ADN se
observa cuando hay una generacién garrafal, sean por fuentes endodgenas como
exodgenas de dichas substancias (CHANCE y cols., 1979). “El dasio oxidativo es una
consecuencia del metabolismo respiratorio normal y es causado por radicales libres
producidos a partir del oxigeno molecular (O;). Durante la reduccion del oxigeno, a
través de una serie de pasos univalentes, se puede generar anion superoxido (O;.-),
peroxido de hidrogeno (H>0;), radical hidroxilo (OH) y agua (H,O)” (VALDEZ y
cols.; 1999).

La interaccion entre la RL y el ADN se procesa a nivel del soporte azlicar-
fosfato, de la misma forma que con las bases, causando la “fragmentacion del aziicar y
la pérdida de una base con parte del residuo del azucar que aun permanece unido y al
corte de la cadena” (VALDEZ y cols., 1999) o dafiando las bases timina y adenina
(IMLAY, 1988).

De todas formas aun es necesario profundizar los estudios sobre el tema,

pues por mas que se sepa que las especies reactivas del oxigeno producen dafio al ADN,
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no esta claro del todo sobre cual de ellas produce tal dafio en condiciones fisioldgicas
(ARUOMA, 1989). “Ni el O..- ni el H,O,, bajo condiciones fisiologicas, parecen
causar roturas de cadenas del ADN o modificaciones de las bases. Se ha propuesto que
la toxicidad in vivo del O,.- y del H,O, se produce por su conversion, dependiente de
una reaccion no enzimdtica catalizada por hierro, a una especie radical altamente
reactiva, el radical OH” (VALDEZ y cols.; 1999).

Las fuentes exdgenas también desempefian papel importante. La radiacion
ionizante, cuando en contacto con el medio celular, y consecuentemente los tejidos
corporales pueden inducir a la formacion de OH. El rayo de de accién o dafio producido
es similar al provocado por los RL (ISABELLE y cols., 1995).

Se estima que hasta un 90% de los “darios inducidos en el ADN por el H,O,
son bases alteradas; asimismo puede causar roturas de simple y doble cadena”
(VALDEZ y cols., 1999). Eso se procesa directamente como consecuencia del dafio al
ADN, que, de forma que se atribuye también al H,O, algunos errores cromosémicos €
intercambio de cromatides hermanas. (BERNSTEIN y cols., 1991).

El sistema de reparacion corporal presenta células, en su caso enzimas, que
son capaces de remover las bases danadas oxidativamente de ADN (por ejemplo en el
caso de las bases glicosiladas). Como ya mencionado, tales enzimas celulares como la
superoxido dismutasa, la catalasa, la glutation peroxidasa o la glutation reductazo
limitan tal dafo oxidativo, sin embargo “las membranas celulares no son
aparentemente obstdaculo para los agentes oxidantes, ya que la liberacion de especies
reactivas del oxigeno formadas en leucocitos pueden inducir roturas de cadenas del
ADN de células vecinas” (VALDEZ y cols., 1999).

Es importante resaltar que tales dafios se producen a diario, lo que es
facilmente comprobado por la presencia en la orina, tanto de humanos como de ratas,
de residuos tales como timina glicol, deoxitimidina glicol, hidroximetiluracilo y 8-
hidroxideoxiguanosina, que son excretados como consecuencia de su remocion durante
la reparacion del ADN (FRAGA y cols., 1991).

Especificamente, en el caso de la mitocondrias, podemos mencionar que
muchos “estudios de patologias causadas por mutaciones del ADN,,;; sugieren que una
variedad de enfermedades degenerativas puede estar asociada con defectos en la
fosforilacion oxidativa. Se han identificado una serie de alteraciones del ADN,,;, que
incluyen mutaciones por sustitucion de bases, inserciones, deleciones, mutaciones

nucleares que predisponen a las células a las deleciones del ADN,,;; y a alteraciones del
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numero de copias del ADN,;” (VALDEZ vy cols.,, 1999). Esas observaciones
permitieron el desarrollo de teorias para el envejecimiento y su relacion con algunas
enfermedades degenerativas relacionadas con la edad (WALLACE y cols., 1992).
Como ejemplo podemos citar que la deficiencia de chito romo c oxidasa se ve
incrementada progresivamente con el paso del tiempo, y consecuentemente de la edad
en fibras musculares esqueléticas y cardiacas (MULLER-HOCKER, 1990), lo que
proporciona el deterioramiento de las actividades especificas de los complejos I y IV de
la cadena de transporte de electrones (YEN y cols., 1989). “Una de las posibles causas
de la menor eficiencia (relacionada con la edad) de la fosforilacion oxidativa como
tambien de la alta velocidad de mutacion del ADN,,;; seria debida al davio del ADN,,;;
por radicales libres del oxigeno” (VALDEZ y cols., 1999).

Como ya mencionado con anterioridad, cerca de 4% del oxigeno consumido
se convierte en EROS'®. Por intermedio de enzima superoxido dismutasa, el O,.- es
convertido a H,O,, que en presencia de metales de transicion genera OH (FRIDOVICH,
1975).

Estas especies reactivas del oxigeno generadas en la mitocondria, pueden dafiar las membranas
mitocondriales, proteinas y ADN. El ADNmit parece ser un blanco comun para el dafio por
radicales libres. Asi, el dafio oxidativo del ADN,,; es 16 veces superior al del ADN,, . Por otro
lado, el papel de los oxidantes en la formacion de deleciones a nivel del ADN,; se basa en la
observacion de que la doxorubicina, un compuesto que estimula la produccion de oxidantes
mitocondriales, crea un marcado aumento de las deleciones mitocondriales en tejido cardiaco;
este efecto es bloqueado por ubiquinona, un componente clave de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, cuya forma reducida (ubiquinol) exhibe propiedades antioxidantes

(VALDEZ y cols., 1999).

!> EROS — especies reactivas del oxigeno.



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 78

Tabla 7. Enfermedades asociadas al ADNmit.

1) Enfermedades causadas por mutaciones puntuales en el ADNmit

MERRF | Myoclonic epilepsy and ragged-red fiber disease

MELAS | Mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke- like symptoms

MMC Myopathy and cardiomyopathy

NARP Neurogenic muscle weakness, ataxia, and Retinitis Pigmentosa

LHON Leber’s hereditary optic neurophathy

2) Enfermedades causadas por inserciones y deleciones en el ADNmit

KSS Kearns-Sayre syndrome

CEOP Chronic external ophthalmoplegia plus

Pearson’ marrow/pancreas syndrome

3) Otras enfermedades asociadas a defectos en la fosforilacion oxidativa

Diabetes Mellitus

Enfermedad de Parkinson

Enfermedad de Alzheimer

Enfermedad de Huntington

Fuente: VALDEZ, 1999.

2.9. La lipoperoxidacion

El fenémeno de la lipoperoxidacion ocurre debido a la conformacion
bioquimica de las moléculas grasas que “poseen tres o mas uniones carbono-carbono
con doble ligadura, que les confiere una zona de enlace labil que permite que una
molécula activa como el OH les sustraiga un atomo de H” (LLESUY,1999). El proceso
en si es dividido en tres etapas distintas.

La primera, la iniciacion, en la que el hidrogeno es retirado de su ligacion
con el carbono por un radical libre (HO'), formando un radical lipidico o radical de
acido graso (R’). En realidad, el inicio de la lipoperoxidacion es iniciada por el ataque
de cualquier especie quimica capaz de retirar un atomo de hidrogeno de un lipido, mas
especificamente de un metileno.

En la fase de propagacion, observamos que el radical lipidico se une al

compuesto oxigeno resultando en la formacion de un lipoperdxido (ROOY). “Este
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peroxido puede retirar un nuevo hidrogeno de otro carbono molecular. De esta
manera, persiste el proceso autocatalitico que convierte el carbono del acido graso de
los fosfolipidos de membrana en hidroperoxido”. (LLESUY,1999).

Las reacciones que ocurren enseguida'® hacen que se forme un tetréxido,
que consiste en la reaccion entre dos ROOH. El rompimiento de los tetroxidos genera
aldehidos de cadena corta y ain fragmentados (malondialdehido, etano, pentano). Esos
compuestos aldehidicos son altamente reactivos, ademdas de representar los
componentes toxicos del proceso de lipoperoxidacion. Los alimentos que sufren
descomposicion presentan el olor, el color y el sabor caracteristico de alimentos
degenerados oriundo de esos compuestos. Una caracteristica de esos compuestos es que
en presencia de sales de cobre o de hierro, aumenta de forma sensible su
descomposicion en alcoxi o peroxiradicales. “La determinacion de los productos
terminales de la peroxidacion lipidica, entre ellos el malondialdehido, y la técnica de
quimioluminiscencia constituyen métodos de amplio uso para evaluar el estrés
oxidativo o el dario por radicales libres a las membranas celulares y las lipoproteinas”
(LLESUY,1999).

El malondialdehido es el segmento final de la oxidacion lipidica. De hecho,
podemos afirmar que existe un orden secuencial de produccion de sustancias derivadas
de ese proceso. Tenemos, en orden de produccion, los dienoconjugados, los
hidroperéxidos, ademds de otros productos, hasta que se produce, por fin, el
malonaldehido.

La velocidad de oxidacion es medida pela velocidad con que alguno de esos
3 parametros se produce. Indirectamente observamos que la vitamina E, la coenzima Q
y la glutation peroxidasa son antagonistas a ese proceso, significa que indirectamente
esos parametros pueden ser evaluados.

La presencia de malonaldehido confirma que dietas con un alto contenido de
lipidos inducen a la peroxidacion y degradacion fosfolipidica de mitocondrias y
microsomas (HUERTAS y cols., 1991).

Asi, afirmamos que la longevidad de las mitocondrias es menor debido la
presencia de acidos grasos poliinsaturados, de forma que cuanto mayor la instauracion,
mas grande es el grado de peroxidacion. (MATAIX y cols., 1991).

Otro factor importante en la lipoperoxidacion es la participacion del hierro

'® En esa etapa puede ocurrir una interrupcion de las lipoperoxidacién por la accion de antioxidantes.
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en reacciones hierro dependientes:

Como especies responsables de la iniciacion de las reacciones en cadena se han propuesto tanto
al ‘OH como a hierro-oxo-especies , tales como el i6n perferrilo (Fe*™-0, Fe'™-0,-) , el ién
ferrilo (FeO,+) o el complejo Fe*-O, Fe’” . En la etapa de propagacion el hierro interviene
incrementando la velocidad de oxidacion de lipidos a través de la conversion de los

hidroperoxidos lipidicos (ROOH) en radicales alcoxilos (RO’) o peroxilos (ROO").

ROOH + Fe** — 3 RO + OH + Fe**

ROOH +Fe*" — s ROO' + H" + Fe**

Las dos consecuencias fundamentales de la peroxidacion de lipidos son: a) distorsion y/o
ruptura de membrana, lo que altera la permeabilidad de la misma y produce cambios en la
actividad de las enzimas dependientes de lipidos y b) la toxicidad de los peroxidos lipidicos y
sus productos de ruptura. Se ha observado que la peroxidaciéon precede o acompaiia el dafio
celular en muchas patologias y el dafo a los fosfolipidos de las membranas de las organelas
seria el mecanismo unificador subyacente en muchas de las teorias propuestas a fin de explicar
los efectos descriptos en tejidos sometidos a sobrecarga de hierro. En el caso de las proteinas, el
proceso fundamental es la oxidacion de aminoacidos que conduce a alteraciones estructurales y
funcionales. La oxidacion de proteinas catalizada por metales ha sido identificada como una
modificacion post-translacional covalente que puede ser importante en algunos procesos
fisioldgicos y patoldgicos tales como el envejecimiento, el recambio intracelular de proteinas, la
artritis y las enfermedades pulmonares. Los acidos nucleicos también han demostrado ser
susceptibles al ataque producido por especies activas del oxigeno producidas en reacciones

catalizadas por hierro” (GALLEANO y cols., 2000).

Otra via de generacion de perdxidos lipidicos deriva de la reaccion directa
del AGP con el oxigeno singlete, que corresponde al mismo oxigeno, pero con una
conformacion electrolitica distinta debido una absorcién de energia de esta molécula. En
la reaccién el oxigeno singlete reacciona directamente con el 4cido graso, resultando la
formacion de peroxidos.

La lipoperoxidacion puede ser considerada una consecuencia propia del

estrés oxidativo, que produce un dafio considerable a las paredes de las arterias, dafio
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ese caracteristico de la aterosclerosis.

La producciéon de hidrocarburos halogenados, por apremio de la
lipoperoxidacion. En el caso del carbono tetraclorhidrico (CCL4) y del bromobenzeno.
El CCL4, que tiene su metabolizacion localizada en el chito romo P450, el convertido
hacia el radical CCL3, o triclorometil radical. Su inestabilidad hace con que reaccione

con el oxigeno, formando un radical peroxilo:

CCL3 +0, > CCL302

Tal radical es un gran atrapador de 4tomos de hidrogeno provenientes de lo

lipidos, generando un efecto nocivo al higado, por una evidente peroxidacion lipidica

Lipido-H + CCL30; — Un radical lipido + CCL3;O,H

Para reverter tal proceso, o por lo menos amenizar sus consecuencias, son
utilizados algunos antioxidantes muy caracteristicos: los hidrocarburos halogenados.

Las formacion de radicales libres también es un factor importante cuando
hablamos de apoptosis. Su relacién con esos agentes agresores es discutida en el topico

siguiente.

2.10.3 Vias de senalizacion

Las vias de sefalizacion, segin Bustamante son dependientes de algunas
reacciones bioldgicas y moleculares directamente afectadas por estimulos apoptdticos.

Estas vias involucran:
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Tabla 8- Alteraciones mediadas por las vias de sefializacion

La unidn de ligandos (moléculas especificas que se unen a un determinado receptor) con los receptores de

muerte (death receptors)

La activaciéon de cascadas de fosforilacion y defosforilacion, mediadas por diferentes familias de

quinasas.

Cambios en el potencial de oxidorreduccion.

Alteraciones en el metabolismo energético.

Reorganizacion de la estructura de canales ionicos en las distintas membranas, induciendo alteraciones en

la homeostasis del calcio y otros iones en las distintas organelas.

Cambios en el pH intracelular.

Disfuncion mitocondrial.

Activacion de diferentes factores de trascripcion.

Expresion de programas genéticos.

La activacion de endonucleasas y proteasas que llevan a cabo la organizada desintegracion, de gran parte

de la estructura celular, tipica de este proceso.

Fuente: BUSTAMANTE, 2000

2.10.4 Oxido nitrico y apoptosis

La presencia del 6xido nitrico altera de manera sencilla el equilibrio entre la
apoptosis y la replicacion celular. El problema es que el 6xido nitrico posee propiedades
que favorecen el aumento de la actividad apoptotica. Otros estudios, entre tanto, insisten
en afirmar que el 6xido nitrico presenta actividad que disminuye la actividad apoptdtica.
Tal situacion es explicada por el hecho de que las concentraciones de 6xido nitrico
utilizadas en las diferentes experiencias sufren alteraciones considerables.

Otro problema se debe a la poca elucidacion al respeto del tema, o sea,
primero es necesario la elucidacion de “cuales son los diferentes sitios de produccion
intracelular (mitocondria, reticulo endopldasmico, y membranas citoplasmatica) y
cuales sus mecanismos de regulacion, a través de los cuales las oxido-nitrico sintasas
participan especificamente en una u otra via de senializacion” (BUSTAMANTE, 2000).

Su accion el la cadena respiratoria es muy clara. El 6xido nitrico interfiere el
la cadena respiratoria a través del bloqueo a la actividad de la chito romo oxidasa,
proporcionando la inhibicién del transporte de electrones entre la ubiquinona, el chito

romo b y el chito romo c¢. Promueve también la inhibicion de la actividad de la NADH-
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ubiquinona reductazo en el complejo 1. “Recientemente se ha encontrado la oxido
nitrico sintasa, en mitocondrias de higado, utilizando anticuerpos mononuclonales”
(BUSTAMANTE, 2000).

El estudio de Bustamante indica que hubo una clara pérdida de glutation
total y chito romo c, a partir del momento que la produccion de 6xido nitrico, por parte
de la mitocondria, se veia aumentado. Asi, se puede afirmar que la produccién de 6xido
nitrico, en células acometidas por el proceso de apoptosis, seria responsable por las

alteraciones de las funciones mitocondriales.

Ademas el ONOO- (peroxinitrito) formado por la interaccion del NO y el O2- (anidén superoxido), asi
como algunos nitrosotioles podrian ser los mediadores de los efectos celulares del NO. Estos mediadores
podrian generar procesos de S-nitrosilacion/denitrosilacion en diferentes proteinas intracelulares

pertenecientes a diferentes vias de sefializacion del proceso apoptédtico. (BUSTAMANTE, 2000).

Se admite que el NO en bajas concentraciones ejecutaria un control sobre el
consumo de oxigeno; permitiendo, asi, que concentraciones de anion superoxido de
hasta 10° M, fueran controladas por la superéxido dismutasa, o que controlaria las
concentraciones de peroxinitrito El aumento de la produccion de NO, extra o
intramitocondrial; haria con que se aumentase los niveles de ONOO, impidiendo un
buen funcionamiento de la cadena respiratoria, determinando asi, una baja produccion

de ATP y una fuerte disfuncion mitocondrial.

2.10.5 Oxido nitrico y la mitocondria

La formacion de un Oxido nitrico sintasa 2A: NOS2A

radical libre conocido T La NOSZA pusde ser expresada por muchos tipos celulares en respussta

a dversas senales que actlan sinérgicamente, incluyendo citoquinas y

como Oxido nitrico roductos microbianos. La primera NOS inducible
Zzzi faurif e la de los macrdfagos. Los macrofagos

(NO) ocurre, en los s gat;‘.wﬁ::m por £stos MEensajens, exprasan grandes
sistemas biol()gicos, \ o cantidades de NOSZ2A, 10 que conduce a una elevada
= l/qll.2-qle formacitn de Gxido nitrico (NOJ. El NO, s& combina

mediante la accidn de con &l 0.~ producido por g NADPH oxidasa de los
. . . mismas macrofagos, formando peroxinitrito, de alta

la oxido sintetasa toxicidad. Por lo tanto, la MOS2A, completa la triada de
(NOS) y a partir de — EMzimas .r-EE'.:;.'-ntiiﬂ'.' es de la explosion ;l—:b:l'iﬂl.'\]' a ..u los
Cromosoma 17 macrofagos. A diferencia de la NOS endotelial, esta

sustrato especiﬁco; la ES: Q2000 kb enzima no requigre del complejo caleio-calmaoduling.

%o ientificado: 32%



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 84

L-arginina. En su sintesis estdn presentes varios componentes como: NADPH,
tetrahidorbiopterina (THB4), FAD y calcio. Al principio, desempefia varias funciones
biologicas como neurotransmisor, vasodilatador y en el sistema inmunolégico. EI NO
es tan importante, que su presencia delimita varias alteraciones en el ambito de la
fisiologia, patologia y farmacologia.

Su accion en la mitocondria (después de ser producida alli) se relaciona con
la inhibicion de la citotromo oxidasa por accidon competitiva con esta enzima. De esa
forma, observamos una alteracion de las funciones de respiracion mitocondrial, y por
tanto, celular. Con eso, se procesa, un incremento de los niveles tisulares de oxigeno,
que por su vez, también compite con el NO por su sitio activo, deprimiendo aun mas la
respiracion. Con eso, tenemos un aumento de la glicdlisis, para intentar regular el aporte
de ATP.

Por tanto podemos afirmar que el 6xido nitrico es un generador de radicales
libres. El leucocito o polimorfonuclear (PMN) tiene un mecanismo de defensa que es
responsable de la produccion de especies reactivas del oxigeno (O;) y del nitrogeno
(N»), sistema ese denominado de “burst” respiratorio, y con generacion predominante
de anion superoxido (O, 7). Este anion sufre una desmutacion de forma que se convierte
en peroxido de hidrogeno (H,O;) y, més adelante en otras especies reactivas. La
reaccion entre el Oy" y Mieloperoxidasa: MPO
NO forma peroxinitrito La migloperoxidasa 5 una hemoprateing que & encusntra presents

(ONOO), especie . La activacion d

&n los granos citoplasmaticos de Ios neutrdfilos

cElulas por las citoquings del sistema inmunoldgico aumenta la expresion
de la enzima MADPH oxidasa, |z gue genera anion superdxido gue & su
vez por dismutacion esponténea produce H, 0. . La migloperoxidasa

=)

altamente oxidante que, a

reaccion del H, 0, con cloro dando

su vez, puede dar lugar al cataliza la reaccid
i - = l un potente oxdante: el doido hipoclorose (HOCH.
mis  toxico de estos s Por lo tanto, la NADPH oxidasa v la migloperoxda

. \‘ sa, funcionan en forma secuencial en este fend

productos: el radical 170551019 :
mena de la explosion respiratona de Ios leucocitos
hidroxilo (HO"). —
Cromeosoma 17
Hay algunas ES: 92000 kb Cl'+ Hy0, + H —p HOCI + H,0
enzimas con la % dentificado: 32%

ciclooxigenasa y la xantino-oxidasa, que también son fuentes generadoras de radicales
libres. La enzima NADPH oxidasa de la membrana del PMN cataliza la produccién de
O,". Por la accion de la mieloperoxidasa, producida en los PMN, el O, formado
promueve el surgimiento de varias especies reactivas, como el acido hipocloroso, que
contiene un alto poder oxidante, situado entre 100 y 1000 veces mas reactivo que su

precursor.
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2.11. Radicales libres: su formacion mas extrema

2.11.1 Formacion

Lo cierto es que se considera el ejercicio fisico como uno de los factores que
contribuyen al mantenimiento de la salud. Son varios los beneficios que conlleva la
practica de deporte de forma responsable, controlada y habitual.

Algunos de los beneficios pueden ser mencionados, como la manutencion
homeostatica de calcio, el control de la masa corporal, la contribucion efectiva en el
control de la presion arterial y dos niveles lipoproteicos de la sangre, o aun en varias
enfermedades degenerativas como la diabetes mellitus, o la cardiopatia isquémica,
puede aun mejorar el perfil lipidico del plasma, incrementar la densidad 6sea, etc.

Entre tanto, la practica excesiva, sin control profesional puede convertir un
gjercicio sano en un ejercicio agotador, que por supuesto es perjudicial para la salud.
Las primeras evidencias de que el ejercicio fisico extenuante podria conducir a la
formacion de especies reactivas de oxigeno fue confirmada mediante resonancia
paramagnética de electrones a principios de la década de los ochenta. Esos radicales
libres pueden producir un extenso dafio muscular y una elevacion considerable de la
actividad enzimatica, sobre todo de enzimas citosolicas en plasma sanguineo
(creatinquinasa, transaminasas o lactato dehidrogenasa).

En el caso especifico de las ratas, el ejercicio agotador hace con que se
disminuya el control respiratorio mitocondrial, con consecuente pérdida de la integridad
de los reticulos sarcoplasmatico y endoplasmatico, aumentando el nivel de radicales
libres por medio de la lipoperoxidacion.

Los atomos presentan regiones espaciales definidas como orbitales. Cada
orbital debe ser rellenado por dos electrones para que la molécula quimica, o compuesto
quimico, se mantenga estable. En contrapartida, los radicales libres, por definicion, son
definidos como especies reactivas capaces de existir independientemente de presentaren
un o mas electrones desapareados

Esas evidencias de que la practica deportiva excesiva proporciona un
aumento considerable de la produccion de radicales libres presupone la generacion de

un considerable dafio oxidativo en varios tejidos del cuerpo, como el tejido muscular, el
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higado, las células sanguineas, no extinguiéndose una fuerte evidencia de que pueda
dafiar otras estructuras corporales. Eso puede ser mejor observado en atletas que se
exponen a largos y extenuantes periodos de entrenamiento y ejercicio fisico (deportistas
de alta competicion), generando el ya mencionado estrés oxidativo. Se supone que eso
ocurre “debido a procesos de isquemia y reperfusion que se producen en el musculo
esquelético sobre exigido. La isquemia activa la enzima xantina oxidasa, la cual genera
radicales libres y este pareceria ser el principal mecanismo de produccion de especies
reactivas del oxigeno en estas circunstancias” (CABRERA vy cols., 2000). Las causas y
efectos seran presentados durante la descripcion del problema. Simultdneamente, se
supone que los antioxidantes pueden proporcionar un aumento de rendimiento si son
administrados durante los entrenamientos. Se estima que esas administraciones deben
ser hechas durante periodos largos, de forma que los resultados sean visibles a largo
plazo. Sus beneficios pueden “verse reflejados en la disminucion del deterioro del
rendimiento corporal producido por el envejecimiento y en el incremento de los

beneficios derivados de la practica regular tanto en el atleta, como en el individuo
fisicamente activo” (PACKER, 1999).
La mayor parte de los

radicales de interés Xantina dehidrogenasa: XDH

derivan del oxigeno y se La XDH cataliza la conversion de
denominan, i hipoxantina, un metabolito del ATR
&
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. ; HIH
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electrones en la cadena respiratoria, activacion de los leucocitos y reacciones enzimaticas, como
la catalizada por la xantina oxidasa. También se forman en el metabolismo de farmacos y otros
xenobidticos”. Un aspecto muy importante a considerar es el lugar de formacion de estos
radicales libres, ya que por su corta vida media actuan sobre las moléculas mas vecinas a ellos.
Los radicales libres pueden causar dafio en el DNA, por oxidacion de las bases nitrogenadas o el
azucar que lo componen. Ademas, los metales pesados asociados al DNA pueden catalizar la
sintesis del radical libre hidroxilo, a partir de formas moleculares de oxigeno activado mas
estables y menos toxicas.

Asimismo, los radicales libres pueden actuar sobre moléculas presentes en el citosol tales como
los nucledtidos de adenina o los grupos tioles que formen parte de proteinas o que tengan
caracter no proteico. Entre estos, tiene una gran importancia el glutation (GSH), tripéptido
formado por un residuo de glutamato, uno de cisteina y otro de glicina. El GSH, s6lo o en
combinacion con los mecanismos enzimaticos con los que act@ia, forma parte del sistema de
defensa de las células contra los radicales libres.

Una estructura celular especialmente susceptible al ataque de los radicales libres es la
membrana, cuyos distintos componentes -enzimas, proteinas receptoras, canales ionicos y
cadenas lipidicas- pueden ser dafiados por los radicales libres conduciendo a la muerte celular.
En resumen los radicales que se forman en las células, si no son inactivados por la accion de los
sistemas antioxidantes, producen lesiones en varias estructuras celulares atacando a los lipidos,
a las proteinas, a los glucidos y a los acidos nucleicos. Es evidente que la proteccion contra la

accion de estos radicales es de la mayor importancia” (CABRERA y cols., 2000).

Ademas de los musculos, otras estructuras, como el higado, pueden estar
implicadas cuando se observa la produccion de radicales libres oriunda del esfuerzo
fisico. Ese proceso puede ser determinado, asi como en el musculo, mediante a una
analisis por resonancia sin-electronica. De esa forma podemos afirmar que el higado “es
una posible fuente de productos de peroxidacion lipidica durante el ejercicio, ya que el
flujo sanguineo en ese organo puede estar reducido a menos de 1/5 del normal”
(QUILES, 1995).

El Dr. Packer defiende que una de las principales fuentes de oxidantes
(radicales libres), derivadas del ejercicio, vendrian de la produccion de anidon
superoxido (O;7). Eso porque habria una pérdida de electrones a nivel de la ubiquinona-
chito romo b (presente en la cadena mitocondrial de transporte electrolitico). En este
proceso observamos que durante el ciclo del oxigeno hay conversion de una parte del

oxigeno (O;) a superdxido (O;), con produccion subsiguiente de peroxido de hidrogeno
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(H20,). En una tercera etapa, hay formacion de radical hidroxilo (HO) con una evidente
peroxidacion lipidica.. Ese proceso depende del aumento de consumo de O, que puede
llegar hasta 20 veces del normal. El aumento muscular es aun 10 veces mayor, con
incremento, por supuesto, de la produccién mitocondrial de O,™

Durante el ejercicio intenso “la demanda incrementada de energia puede
dar lugar a una acumulacion de iones hidrogeno asi como un flujo aumentado de
electrones a través de la cadena de transporte electronico en la mitocondria”
(QUILES, 1995). Eso puede hacer con el nivel de oxigeno aumenten temporalmente por
el alto nivel de reactividad del oxigeno, la presencia de iones hidrogeno y por la
superabundancia de equivalentes de reduccion de la cadena de transporte electronico en
ese momento de débito de oxigeno.

Ademas del mecanismo descrito anteriormente, es probable que debido a la
disminucioén del flujo sanguineo en varios 6rganos durante el ejercicio, la produccion de
radicales libres es ain mas incrementada. Organos y tejidos como los rifiones, la region
esplacnica, entre otros, ceden parte de su flujo sanguineo a los musculos activos. Se
supone que eso produce un estado de hipoxia, progresivamente mayor al aumento de la
intensidad del ejercicio, siendo aun mas problematica cuando se supera la capacidad
aerobica maxima (VO,max). Otro agente importante para la produccion de radicales
libres es observado en el musculo, de forma que éste entra en un estado de hipoxia por
insuficiente aportacion energética. Ese proceso es definido como isquemia-reperfusion.
Al término del ejercicio ocurre una reoxigenacion, de las areas afectadas, que son
reoxigenadas (el nivel de oxigeno vuelve al normal) , produciéndose, asi, radicales
libres.

Otro agrave con relacion a la practica deportiva dice respecto a deportes de
resistencia e impacto mecanico que promueven la destruccion de los eritrocitos
sanguineos, lo que puede generar una anemia ferropriva, una vez que ese hierro puede
ser integrado a la lipoperoxidacion (ver topico 6, cap.2).

Existe también un tercer mecanismo oriundo de la autooxidacion de
catecolaminas. Durante el ejercicio fisico las catecolaminas son responsables por
aumentar la resistencia cardiaca para que promueva mas sangre a los musculos.
También es verdad, que “promueven la glucogenolisis en el higado para suministras
glucosa a los musculos y estimular la movilizacion de los acidos grasos” (QUILES,
1995).

El aumento de sus niveles durante el esfuerzo produce la dismutacidon, que
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consiste en una reaccion con una molécula de estructura similar, bajo la presencia de
protones, produciendo peroxido de hidrogeno (H»O,). La catélisis de la reaccion es
hecha por la enzima superoxido dismutasa (SOD). “El H,O; formado puede reaccionar
con metales de transicion para producir el radical hidroxilo (HO ), una de las especies
mds toxicas y reactivas del oxigeno, que reacciona con la primera molécula que
encuentre a su alcance. El HO, por lo tanto, puede dariar proteinas, lipidos y dacidos
nucleicos” (PACKER, 1999).

El problema principal oriundo de la formacion de radicales libres es el dafio
oxidativo que sufre las células corporales. Este dafio se procesa mediante una serie de
reacciones en una unica célula o intermoleculares de forma que se observa un
entrecruzamiento de cadenas de ADN, proteina o lipidos, provocadas particularmente
por especies quimicas altamente reactivas. El reflejo de los dafos puede ser percibido
incluso con el aceleramiento del envejecimiento o de enfermedades relacionadas con €l.

Otro mecanismo, también altamente estudiado procede del metabolismo de
la xantina oxidasa que procede de la activacion de la adenilato quinasa y un
subsiguiente aumento de AMP y hipoxantina. Tal proceso se inicia a partir del momento
que el organismo se ve carente de ATP durante el ejercicio fisico. Alternativamente, la
produccion energética debe tomar caminos alternativos, lo que lleva el organismo a
producir ATP por la via del adenilato quinase, al utilizar el ADP y el H" proveniente
del entorno muscular, “(...) lo cual a su vez provoca un riesgo de acumulo de
hipoxantina en la célula y puede pasar a células endoteliales desde donde se puede
transformar en acido urico en presencia de (...) xantina oxidasa” (QUILES, 1995). El
AMP acumulado sufre eliminacién promoviendo una amplia produccion de hipoxantina
en el musculo y en el plasma.

Entre los inhibidores de la xantina oxidasa podemos citar el alopurinol, que
en su metabolizacion se forma un fuerte inhibidor a la enzima: la aloxantina. El
tungsteno sustituye una molécula de molibdeno de la enzima, inhibiéndola.

Afortunadamente el cuerpo humano ha desarrollado mecanismos de defensa
propios, que combaten de forma eficaz la accion de los compuestos oxidativos. Tales
procesos son mediados por enzimas y compuestos bioquimicos. Sin embargo, se puede
observar que el aumento de la produccion de radicales libres es un factor limitante de
las defensas corporales, mismo que podamos afirmar que tal sistema sufra un aumento
espectacular en sus lineas de defensa contra todos los tipos de radicales libres formados.

Asi, muchas veces, se hace necesario, mismo en atletas bien entrenados, una
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complementacion exdgena de antioxidantes. La adecuacion de las defensas ante
situaciones repetidas de estrés oxidativo se hacen presentes en varias situaciones
distintas. En el caso del entrenamiento, en presencia de una dieta apropiada la
adecuacion de las defensas puede ser eficaz. A pesar de ello, un nivel exagerado de

entrenamiento suplanta la adaptacion corporal.

2.11.2 La actuacion antioxidante

En ratas entrenadas existe la produccion de “un aumento en la biogénesis
molecular (...) y una actividad SOD en los musculos (...) que puede indicar un
superproduccion de radicales libres y un defensa contra ellos inducida por el ejercicio”
(QUILES, 1995).

La accion aditiva y sinérgica de los antioxidantes se basan en la interaccion
con el sistema redox (oxidorreduccion) y no redox, y se hacen presentes en medio
acuoso y lipido “Entre los antioxidantes liposolubles se encuentran: la vitamina E, el
ubiquinol o coenzima Q y varios carotenoides derivados de la cadena alimenticia. La
mayoria de los antioxidantes, (...), el ascorbato o vitamina C, tioles y ubiquinonas, se
basan en principios de reacciones redox. Los carotenoides y flavonoides son también
poderosos antioxidantes” (PACKER, 1999).

La administracién controlada de antioxidantes, tales como glutation, N-
acetilcisteina, etc., pueden reducir el dafo oxidativo. El alopurinol, por ejemplo, puede
actuar sobre algunas enzimas, como la xantina oxidasa, impidiendo el aumento en
plasma de enzimas citosolicas que reflejan dafo tisular tales como: creatinquinasa y
aspartato-aminotransferasa (CABRERA vy cols., 2000).

Otro efecto observado con la practica de deporte es el aumento de las
concentraciones de 4cido Urico, que es un antioxidante plasmatico. También podemos
mencionar otra sustancia que presenta el efecto protector contra los radicales libres, que

es la coenzima Q.
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2.11.3 Proteccion antioxidante

Las defensas corporales contra la actuacion de los radicales libres provienen
de varios niveles. Su localizacion puede ser encontrada tanto en el medio acuoso cuanto
en el medio lipido. “Entre los antioxidantes liposolubles se encuentran: la vitamina E ,
el ubiquinol o coenzima Q (...) derivados de la cadena alimenticia. La mayoria de los
antioxidantes, incluyendo la Vitamina E, el ascorbato o vitamina C, tioles y
ubiquinonas, se basan en principios de reacciones redox”. (PACKER, 1999). Los
carotenoides y flavonoides son también poderosos antioxidantes. Tales antioxidantes
son distribuidos en varios sistemas distintos que engloban mecanismos de prevencion,
otros que impiden el desarrollo de reacciones en la cadena respiratoria; presenta
mecanismos de reparacion a los efectos oxidativos, ademas de adaptarse a algunas
situaciones de estrés.

Los mecanismos preventivos actian de manera determinante. Cuando se
empieza el dafio oxidativo, sea por la presencia de perdxido de hidrogeno u otros
peroxidos, el cuerpo humano le saca a fin de evitar la propagacion de la cadena de
peroxidacion. Entre ellos podemos citar las enzimas peroxidasas o substancias de otras
clases como los carotenoides.

Las dos peroxidasas mas importantes para evitar la propagacion de tal dafio
son la catalasa y la glutation peroxidasa. La catalasa, sobretodo, inutiliza la accion del
peroxido de hidrogeno, pero solamente en presencia de una alta concentracion del
agente agresor, ya que hay que mencionar su baja afinidad por ese compuesto. En
contrapartida, actia en procesos inflamatorios a través “de la supresion de las
alteraciones morfologicas producidas cuando la glucosa y la glucosa oxidasa (un
sistema que genera peroxido de hidrdgeno) se hallan muy activos” (QUILES, 1995)
reduciendo de forma determinante el aporte de neutrdfilos, el acumulo de fibrina y el
edema en células alveolares. Lo mismo no puede ser proporcionado por la superdxido

desmutasa, por ejemplo.
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Catalasa: CAT

La glutatlon Ubicada preferentements en los peraxisomas, cataliza la

peroxidasa presenta una mayor inactivacion de H;0O- convirtiendolo en agua y oxigeno
1 5x1 CHT

afinidad por el peroxido de 2 H,0, PIH,0 + 0O,
hidrégeno, pero presenta una Velocidad de reaccién: 1.7 x 107 M* s
baja actividad delante de I
concentraciones muy e —
significativas de ese Locus 11p13
compuesto, lo que supone una La catalasa, se encuentra en abundancia

en todos los tejidos, siendo escasa en el
cerebro, corazon v masculn  esguelético.
eliminacion del oxidante justo El sitio active de la enzima es un grupo
hemo (Fe?) protoporfinna

mejor  eficiencia en la

cuando es producido en Ia

cadena respiratoria. Pero se Cromosoma 11
. ES: 144000 kb
trata  de  una  enzima % identificado: 6,7%

dependiente del entrenamiento
deportivo, de forma que individuos no entrenados presentan niveles mds bajos de
enzima.

Existen también los queladores de metales de transicion que se ocupan del
incautacion de esos metales, sobretodo el hierro (ver cap.2 topico 6), que son
fundamentales para que se proceda algunas situaciones de estrés oxidativo. Entres sus
representantes, encontramos la transferrina, “una proteina encargada del transporte de
hierro a la que se unen dos moléculas por unidad; otra es la ferritina, que se encarga
del almacenamiento de hierro, (...) y la ceruloplasmina que secuestra el cobre”
(QUILES, 1995).

Los carotenoides (p-caroteno y licopeno) actiian de preferencia en presencia

de otros antioxidantes, ademas de dependieren de la concentracion de oxigeno.

Burton informé sobre los efectos de las variaciones en la presion parcial de oxigeno y la
concentracion de f-caroteno, comprobandose que éste es un efectivo antioxidante sobretodo a
baja presion parcial de oxigeno (...). Si tenemos en cuenta que la presion parcial de oxigeno
hallada en tejido de mamiferos usualmente es inferior a 20 torr, estas observaciones sugieren un
importante papel del -caroteno como antioxidante en tales ambientes.

(...) la estructura quimica (...) también tiene importancia en su capacidad de limpiador o

eliminador de radicales libres. Igualmente se ha visto la interaccion entre carotenoides y otros
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antioxidantes, de este modo en microsomas suplementados con -caroteno y o-tocoferol se ha

podido comprobar un efecto sinérgico” (QUILES, 1995).

Las defensas organicas presentan otro sistema que impide la cascada de
propagacion de la peroxidacion lipidica a través de una neutralizacion directa de los
radicales libres al transformarlos en compuestos no radicales. Como ejemplos de este
grupo podemos citar las superoxidos desmutasas, como la albumina, el &cido ascorbico,

acido trico, bilirrubina y los tioles (todas hidrofilicas); la vitamina E y el coenzima Q

(lipofilicas).
Las superdxidos Glutation peroxidasa 3 plasmatica: GPX3
desmutasas S€ dividen La gutatién peroxidasa cataliza la reduccidn de perdxidos,

hidroperdxidos organicos vy perdxidos lipidicos, utilizando
como sutrate el glutation reducido (GSH), gque es
distintas, de forma que por transformade en gutation oxidado (GSSG);

afinidad fueron agrupadas en %

dos familias: las de cobre —zinc

especificamente en tres formas

G
H.0, + 2G5H —=GSSG + 2H,0
Velocidad de reaccion: 5x 107 M- 5!

y magnesio-hierro. Su :
La GPX es una metaloproteina

actividad principal es la de que contiene selenio en su

. . , . nucleo activo
convertir el radical superdxido r ﬂ

(07 )en peroxido de hidrégeno 5423

impidiendo el dafo oxidativo,

Cromosoma 5
ES: 194000 kb
metales, que proporcionaria la % identificado: 11,6%

ademas de su interaccion con

producciéon de radicales
hidroxilo. Por su vez el perdxido de hidrégeno entra en la via de eliminacion mediada
por la catalasa y la glutation peroxidasa.

De todas las vitaminas liposolubles (con efecto antioxidante) la que mas se
destaca es la vitamina E. De las hidrosolubles se destaca la vitamina C. Su interrelacion
no se resume a si mismas, sino a otros sistemas antioxidantes.

Varias hidroxilases (prolil hidroxilasa, lisil hidroxilasa, etc.) son
biodependientes de la actuacién como cofactor de la vitamina C. La deficiencia de esa
vitamina genera una enfermedad denominada escorbuto, ya que entre sus acciones, la
vitamina C es uno de los responsables de la estabilizacion de la triple helix del

colageno, lo que proporciona la debilidad de los vasos sanguineos. Ademds de su
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participacion en la prevencién de enfermedades'’, podemos observar su actividad
neutralizadora de especies como el H,O,, el O, y el &cido hipocloroso. Durante la
reaccion, la vitamina C es convertida en 4cido dihidroascérbico, pero puede ser
reconvertida en vitamina C por actuacion del glutation que es otro antioxidante
enddgeno de accion importante en la inactivacion de hidroperdxidos. La reconversion

del acido dihidroascérbico en vitamina C esta especificada abajo:

acido dihidroascérbico + 2 glutation — vitamina C

(enzima)

Todo el proceso depende de la participacion catalitica de enzimas como la
dehidroascorbato-reductazo, tiol-transferasa o proteina-ditiol-isomerasa que revierten el
dehidroascorbato a ascorbato o vitamina C.

La vitamina E actua sobre radicales perdxidos y los convierte en
hidroperdxido hiporreactivo. Actian, entonces, como bloqueadores de la reaccion de
peroxidacion lipidica en las membranas celulares. “La vitamina E al donar un electron
v oxidarse se transforma en un radical (ChrO.) que también es hiporreactivo y puede
recuperar su estado original (ChrOH) al reaccionar con un reductor o seguir nuevas
reacciones al combinarse con un radical peroxilo, alcoxilo o con otro radical de

vitamina E formando productos inocuos” (PACKER, 1999).

CH-ROH + ROO — CH-RO
CH-RO + reductor — CH-ROH
CH-RO + ROO — Producto Inocuo
CH-RO + RO — Producto Inocuo
CH-RO + CrO — Producto Inocuo

Una curiosidad al respecto de la vitamina E es que es la mayor protectora de
la membrana mitocondrial, independientemente de que su concentracion endogena sea
muy baja (menos de 0,1 nM por mg de proteina de membrana). Los radicales libres son

producidos en concentraciones de 1 a 5 nM por mg de proteina de membranas por

' Dosis de 10 mg/dia son suficientes para prevenir el escorbuto, pero su efecto antioxidante depende de

dosis mas altas.
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minuto, pero las cantidades de vitamina E no solo son suficientes para impedir la
destruccion de las paredes mitocondriales, sino también para impedir que sean
totalmente consumidas por los reactivos. Se admite hipotéticamente que proceda de una
reconversion de la vitamina E, mediada por la reaccion de los radicales libres, de su
forma de radical tocoferilo o cromanoxilo, a su estado original, a través de la accion de
otros antioxidantes. “La reaccion es dependiente de la interaccion de sustancias
liposolubles e hidrosolubles —con participacion, o no, de mecanismos enzimaticos—
reduciéndose la vitamina E de su forma tocotrienoxilo o tocoferoxilo a su estado de
tocotrienol o tocoferol, respectivamente” (PACKER, 1999).

Ademas de las vitaminas E y C, otras sustancias como la glutation
peroxidasa, catalizadora de la descomposicion de los perdxidos y la glutation reductazo,
reductora del glutation oxidado, también contribuyen para impedir la peroxidacion
(como mencionado en los paragrafos anteriores). Incluso sus niveles sanguineos pueden
aumentar por el entrenamiento.

La coenzima e
Q Glutation sintetasa: GSS

también presenta un papel |, Gss compina el o péptido  gama-glutamilcisteina con
glicina v mediante la participaciaon de magnesio ¥ potasio
mas consumo de energia, forma el glutation

fundamental como

antioxidante. Su transporte es _
ATF —— ADP P

hecho en su forma reducida Glutamilcisteina, /)G utaticn

(ubiquinol) por lipoproteinas Glicina
Mg*

~5 =]
i

El glutation es el sustrato de la

T
presentes en la circulacion. Su

accion antioxidante es
20011.2  enzima glutatién peroxidasa (GPY) gue

observada por la disminucion R B e e

de los niveles oxidativos de los rapador del radical hidroxlo y del

oxlgeno singulete. Otras funcones son

Cromosoma 20

acidos grasos lipoproteicos. Su ES: 72.000 a de cofactor de diversas enzimas

conversion en  ubiquinona % terminado: 58% que participan en diferentas
procesos metabolicos.
después de oxidada es una de
sus caracteristicas. “La ubiquinona ha mostrado ser el primer antioxidante que se
consume cuando el plasma es sometido a un estrés oxidativo in vitro, y (...) posee un
papel importante en prevenir la iniciacion o propagacion de la peroxidacion lipidica en
el plasma y en las lipoproteinas de membrana; adicionalmente, ha evidenciado in vitro
su proteccion sobre la oxidacion de las bases nucleicas de ADN. Los estudios
realizados sobre el envejecimiento mostraron que los niveles mdaximos de concentracion

de CoQI10 en humanos se alcanzan a la edad de 20 aros, produciéndose luego una
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declinacion sostenida. Se ha postulado que el proceso de envejecimiento y las
patologias con él asociadas pueden estar relacionados con una disminucion de la
capacidad del organismo para mantener niveles titulales adecuados de CoQ10, con una

consecuente disminucion de las defensas antioxidantes” (MARASCO y cols., 1999).
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3.1 - Material

3.1.1- Productos Quimicos

En las determinaciones analiticas que se procesaron para la conclusion de
este proyecto se utilizaron reactivos y solventes procedentes de los laboratorios FLUKA
(St. Louis, MO, USA); MERCK (Darmdstat, Alemania); SIGMA (St. Louis, MO,
USA); PANREAC (Barcelona, Espafia); BOEHRINGER (Manheim, Alemania); y
ROCHE (Basel, Suiza), donde de acuerdo con la legislacion vigente, proporcionan total
calidad en sus productos.

En determinaciones de proteina, vitamina y &cidos grasos los patrones
utilizados fueron proporcionados por SIGMA y FLUKA; y los homdlogos de CoQg
CoQs, CoQy y CoQqp fueron suministrados por PHARMITALIA (Milan, Italia). Los
reactivos utilizados en HPLC provienen del laboratorio MERCK.

En lo que se refiere a la dieta el aceite de oliva y de girasol provienen de un
supermercado de la ciudad de Granada y los deméas componentes de MUSAL

CHEMICAL (Granada, Espafia).

3.1.2- Aparatos de uso general

Se utiliz6 un congelador modelo REVCO — VLT-1786-55-VUA —
(REVCO SCIENTIFIC, USA) que mantiene la temperatura a -80°C, en la conservacion
de las muestras de tejido cardiaco, ademas de las innumeras alicuotas conseguidas a
partir de muestras frescas del mismo tejido, procesadas y separadas en fracciones
celulares distintas, que se utilizaron para posteriores determinaciones. Para otros
compuestos como tampones y soluciones, que necesitaban una conservacion a
temperaturas de 4°C, se utilizé un frigorifico modelo LIEBHERR (Ochsenhausen,
Alemania).

Para la medicion del peso de las substancias que asi lo necesitaban para su
utilizacion en concentraciones especificas en los diversos analices se utiliz6 una bascula

de precision ESCALTEC, modelo SBA-32 (Denver Instruments, Weda, Holanda).
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Para la determinacién del pH, cuando asi lo requeria la solucion, se utilizd
un peachimetro o electrodo combinado de pH (CRISON Instruments S.A, Allela,
Barcelona). En mencionado aparato se utilizaran como tapones de calibracion, que
sirven para establecer parametros correctos de medicion, tampones de pH definida (4,00
y 7,02) elaboradas por CRISON.

Cuando el analisis requeria agitacion, se utilizd un agitador manual modelo
STUART SCIENTIFIC, AUTOVORTEX MIXER (Jepson Bolton’s Products, Reino
Unido). La disolucion de las substancias reactivas que necesitaban agitacion se proceso
en un magnetoagitador SELECTA modelo Agimatic-E (Abrera, Barcelona, Espafia). La
necesidad de hielo picado para la conservacion de muestras durante su manejo y
procesamiento fue suprimida por la obtencion del mismo proveniente de una méaquina
de hielo modelo SCOTSMAN — AF-10 (Milan, Italia).

Durantes los ensayos analiticos se emplearon pipetas automaticas BIOHIT
(BIOHIT PROLINE PIPETTE, Helsinki, Finlandia). Se utilizaron microjeringas
HAMILTON (Bonaduz, Suiza) en analiticas que dependian de la utilizacion de
soluciones madres de cada una de las curvas patron determinadas.

Para determinaciones que requerian temperaturas constantes se utilizdé un
banio de capacidad maxima de 12 litros y temperatura de 110°C de la marca
MEMMERT (Schwaback, Alemania). Los demas aparatos de uso especifico seran

detallados en los respectivos andlisis donde son requeridos.

3.1.3 — Material bioldgico

3.1.3.1 — Animales

Un namero total de 400 ratas machos (Rattus norvegicus) fue dividido al
azar en 4 grupos de 100 cada. Su peso inicial rondaba los 80-90g y se trataban de
ejemplares Wistar. En el Servicio de animales del Laboratorio de la Universidad de
Granada se produjo el mantenimiento y cuidado de todos los ejemplares. Tal laboratorio
estd vinculado y depende del Centro de Instrumentacion Cientifica de la misma
Universidad. Ademas, en el propio centro la manutencion de las condiciones de higiene

y salud de los animales esta condicionada por la visita periddica de veterinarios.
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La habitacion donde se encontraban los animales estaba termoregulada a
temperatura de 22+1°C; y 60% de humedad relativa del aire. Las ratas también son
sometidas a un fotoperiodo de 12 horas de luz (8:00-20:00h) y 12 horas de oscuridad
(20:00-8:00h).

3.1.3.2 — La dieta

La formulacién de las dietas siguieron lo criterios del AIN-93 (REEVES,
PG. 1997). Las dietas biosintéticas y en algunos casos sufren pequefias adaptaciones
respectando tales criterios. En la tabla X, Y, Z se puede apreciar la composicion y

complementos utilizados.

Tabla 9- Composicion de la dieta

Componente Porcentaje (%)

Almidon 15
Sacarosa 47
Celulosa 5
Caseina 17,5
Metionina 0,3
Colina 0,2
Leche en polvo 2
Grasa'® 8
Corrector vitaminico 1
Corrector mineral”® 3,5

'8 El tipo de grasa varia de acuerdo con cada grupo (aceite de girasol o oliva)

"% Se adiciona corrector vitaminico porque las ratas reciben agua destilada como fuente de hidratacion
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Tabla 10- Corrector vitaminico y mineral
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Componente vitaminico mg/Kg Componente mineral mg/Kg
Tiamina 0,600 Fosfato calcico dibasico 500,00
Riboflavina 0,700 Cloruro potasico 74,00
Piridoxina 0,700 Citrato potasico 220,00
Acido Nicotinico 3,000 Sulfato potasico 52,00
Pantotenato Calcico 1,600 Oxido de magnesio 24,00
Acido Folico 0,200 Carbonato de manganeso 3,50
Biotina 0,020 Citrato férrico 6,00
Cianocobalamina 0,001 Carbonato de cinc 1,60
Vitaminas A+B 1,000 Carbonato de cobre 0,30
Vitamina E 10,000 Yoduro potasico 0,01
Vitamina K 0,005 Selenito sddico 0,01
Sacarosa 982,274 Sulfato cromico potasico 0,55
e Sacarosa 118,03

La preparacion de la dieta se procesaba semanalmente. Su almacenaje se

producia a 4°C para evitar su rancificacion. El contenido de los 4cidos grasos de

acuerdo con las diferentes fuentes que se utilizaron (aceite de oliva o de girasol) pueden

ser apreciadas en la tabla 11

Tabla 11- Contenido de los acidos grasos del aceite de oliva y girasol.

Compuestos Aceite de oliva (%) Aceite de girasol (%)
C16:0 8,92 12,6
Cl6:1n-7 1,06 0,2
C18:0 1,97 1.9
C18:1n-9 78,73 24,1
C18:2n-6 8,36 60,1
C18:3n-3 0,96 1
Saturados totales 10,89 14,6
Insaturados totales 89,11 85,4
Monoenos totales 79,79 243
Dienos totales 9,32 60,1
Dienos / monoenos 0,1 2.4
o —tocoferol (mg/kg)™ 139,7 + 346,3 486

2% E] aceite de oliva virgen sufri6 la adicién de la cantidad de 346,3 mg/kg de a—tocoferol debido a que

esta es la diferencia de cantidad entre €l y lo que encontramos en el aceite de girasol utilizado. Tal hecho
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3.2 — Métodos

3.2.1- Diseifio experimental

Los animales fueron repartidos al acaso en cuatro grupos. A lo largo del
experimento las ratas recibieron dietas isocaloricas e isoenergéticas; también
especificas, donde se diferenciaban en el tipo de grasa y en la presencia o no del
antioxidante coenzima Q (CoQj). Tal preparacion, se produjo en el Instituto de
Nutricion y Tecnologia de Alimentos de la Universidad de Granada. Partiendo de lo

afirmado arriba observamos los siguientes grupos:

1) Grupo aceite de oliva: la composicion de la dieta presentaba una cantidad

de grasa equivalente a 8% de su total

2) Grupo aceite de girasol: la composicion de la dieta presentaba una

cantidad de grasa equivalente a 8% de su total

3) Grupo aceite de oliva + CoQo: la composicion de la dieta era similar al
grupo aceite de oliva, ademas de presentar en su composicion la adicion de

0,7mg/kg/dia de CoQy.

4) Grupo aceite de girasol + CoQo: la composicion de la dieta era similar al
grupo aceite de girasol, ademas de presentar en su composicion la adicion de

0,7mg/kg/dia de CoQy.

se produce para evitar cualquier efecto que altere el resultado en las varios analisis realizados.
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3.2.2- Sacrificio de los animales

El sacrificio de las ratas se hizo peridodicamente respectando un intervalo de
seis meses entre un sacrificio y otro. De esa forma, se realizé un sacrificio a los 6; 12;18
y 24 meses de 8 ejemplares de cada grupo. La razéon que explica porque el estudio se
inicié con una cantidad extremamente superior de ratas al la que al final es sacrificada
se debe a practicas previas de experimentos anteriores, que permite que llevemos en
cuenta la mortalidad de los mismos. La muerte se aplica por desnucacion cervical y
posterior decapitacion con guillotina. Se procede en seguida con la extraccion de los
organos que son el objeto de estudio. Se extrae el higado, corazén, cerebro, miisculo

estriada esquelético (Vastus laterales), ademas de plasma, linfocitos y sangre periférica.

3.2.3 — Procesamiento de 6rganos y extraccion de mitocondrias

Después del sacrificio de las ratas y sus Organos deben ser extraidos y
procesados. Primeramente el 6rgano es lavado en suero fisioldgico y pesado. En seguida
se inicia su procesamiento. Se adiciona el tampdén. Para corazon se utiliza tampdon
sacarosa. La cantidad de tampon utilizada varia®' de 6rgano para drgano. Dicho tampon
de sacarosa posee una concentracion de 0,32M (sacarosa 0,32M; TRIS 10 mM; EDTA-
Na, 1mM).

El 6rgano es entonces troceado en cuchilla automatica. Se utiliz6 una
cuchilla modelo PT 10-35 (POLYTRON, Kinematica AG, Lucena, Suiza). Se procedid
a seguir su homogenizacidon en homogenizador automatico compuesto por un pistilo de
teflon (HEILDOLF RZR1, Colonia, Alemania) siendo enseguida traspasado por
filtracion simples (utilizandose gasa como filtro) a dos tubos grandes, para ser sometido

a una centrifugacion a 2000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. La centrifuga utilizada es del

*! Para corazén se utiliza 25 ml de tampon sacarosa; para musculo 80 ml de tampon sacarosa y para
cerebro 15 ml de tampon sacarosa. Para higado se adiciona 80 ml de tampdn sacarosa-albumina. La

alblimina es utilizada en el caso del higado con el proposito de eliminar una mayor cantidad de grasa.
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modelo J-21 de BECKMAN (Palo Alto, Califérnia, USA).

El pelet es desechado y el sobrenadante es llevado a otra centrifugacion, pero
a 8000rpm por 20 minutos, también a 4°C. A partir de aqui se separan el sobrenadante
y el pelet (precipitado en la base del tubo) que ya contiene uno de los objetos de
separacion, las mitocondrias.

El sobrenadante es sometido a una tercera centrifugacion a 10000rpm por 10
minutos (a 4°), de forma que el pelet o precipitado dicha centrifugacion debe ser
separado, y posteriormente, resuspendido, juntamente con el pelet de la centrifugacion
anterior, en 25 ml de tampon. El sobrenadante de esta etapa corresponde al citosol.

Después de la mencionada resuspension en 25 ml de tampodn, lo sometemos
a una centrifugacién a 12000rpm por 15 minutos. El sobrenadante® es desechado. El
pelet, conteniendo mitocondrias es resuspendido en 1 ml de tampon® en el caso de

corazon, separados en porciones de 0,5ml en 4 viales y congelados enseguida a -80°C.

3.2.3 — Técnica para el procesamiento de la sangre: extraccion de linfocitos,

plasma, citosol y mitocondrias

En el momento del sacrificio se recoge la sangre de las ratas. Para evitar la
coagulacion del mismo, se utiliza 850ul de heparina. La sangre entonces es sometida a
centrifugacion a 2500 rpm, por 15 minutos, a 4°C (sin freno para que non se mezcle las
fases).

Después de la centrifugacion, se observa claramente la separacion de fases
en el tubo de ensayo. La fase superior corresponde al plasma, que debe ser transferido,
con una pipeta, a los viales para inmediata congelacion (-80°C). La fase intermedia, que
encierra los linfocitos, es transferida a tubos de ensayo con tampon PBS (1X). Después
de esta mezcla, se transfiere el contenido a otro tubo conteniendo histopaque, para luego
centrifugarlos a 1750 rpm, por 30 minutos, sin freno.

Otra vez, se transfiere el halo intermediario a un tubo de ensayo conteniendo

2 Ese sobrenadante contiene otras organelas celulares como complejo de golgi, reticulo endoplasmatico,
etc.

» En el caso de higado se resuspende en 2ml, para cerebro y musculo 1 ml.
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3ml de PBS para realizar una tercera centrifugacion a 1750 rpm, por 15 minutos, con
doble freno. Se elimina el sobrenadante y se resuspende en Iml de PBS (1X) La
muestra ya esta lista para el congelamiento (-80°C).

De la fase inferior de la primera centrifugacion sacaremos las membranas
mitocondriales. Para eso después de aislar los linfocitos afiadimos solucion hipoténica
(entre 20 y 25 ml) y procedemos a una centrifugacion a 15.000rpm por 15 minutos. El
sobrenadante corresponde al citosol. Repetimos esta paso 3 veces mads, eliminando el
sobrenadante del tubo y guardando el pelet. Se procede una resuspension con 1 ml de

solucion hipotonica y se lleva al congelador a -80°C.

3.2.3 — Determinaciones analiticas en mitocondria de corazon: determinacion

cuantitativa de proteinas.

Es una técnica que fue empleada siguiendo su original de 1951 de Lowry y
cols basada en reacciones complementarias. Se trata de una técnica imprescindible a la
realizacion de otras técnicas, una vez que con los resultados conseguidos podremos
determinar la concentracion de proteinas (en mg/ml, pl/pug o en mg/g de o6rgano fresco)
que es fundamental para algunas técnicas implicadas en la determinacién enzimatica.

Se utiliza el biuret, que proporciona color violeta a ala muestra debido la
presencia de NHj. El folin produce un color azul, debido la presencia de grupos

fenolicos con OH reductores.
Reactivos
a) Tampon sacarosa
b) Solucion del Folin

¢) Solucion de Biuret (preparado por la mezcla de dos soluciones distintas)

Solucién A: Carbonato de sodio”*

Solucion B: Sulfato de cobre pentahidratado y tartarato sodico”

* Solucién de Sosa (NaOH) y carbonato de sodio (Na,CO»).
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Preparacion de Reactivos
a) Tampon sacarosa (pH = 7,6).

Para preparar el tampon sacarosa es necesario pesar 109,536g de sacarosa
(0,32M y PM = 342.30); 1,244¢g de Tris (10mM y PM = 123,14); y 0,3732g de EDTA
(3mM y PM = 372,24)*, completando el volumen para 1 litro con agua bidestilada. Si
se quiere preparar el mismo tampoén con albiimina a 0,4%; se adiciona 4 g de esa

sustancia.
b) Solucion del Folin

El Folin es un reactivo industrial que debe ser diluido, en proporcion de 1:1,

con agua bidestilada.
¢) Solucion del Biuret.

Para preparar la solucion A o solucion de Sosa (NaOH) y carbonato de sodio
(NayCOs3) es necesario pesar 4 g de sosa y 20 g carbonato de sodio (Na,COs),

completando el volumen para 1 litro con agua bidestilada.

Para preparar la solucion de sulfato de cobre 1% (Cu,SO,) y tartarato de
sodio 2%.es necesario pesar 1g de sulfato de cobre (Cu,SO4), completando el volumen
para 100ml con agua bidestilada. Paralelamente se prepara una solucion de tartarato de
sodio, pesandose 2 g de esa sustancia en volumen da agua bidestilada necesario para
completar 100ml. Enseguida se mezclan las dos soluciones en proporcion de 1:1 (o
50:50).

Al final, la solucion de Biuret es preparada por la mezcla de las dos
soluciones en proporcion de 50:1, o sea 50 partes de la solucion A para cada parte de la

solucion B (o0 50:1).

% Solucion de sulfato de cobre (Cu,S0,) y tartarato de sodio.

%% Si el peso molecular (PM) del EDTA es de 292,24; se debe pesar 0,2922g.
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Procedimiento:

La experiencia debe ser hecha en duplicata. El blanco también debe ser
preparado en duplicata. Su preparacion sigue el mismo procedimiento de preparacion a
seguir, pero no se aflade la muestra.

En un tubo de ensayo debemos afiadir la muestra’’, ademas de un volumen
de tampon sacarosa suficiente para completar 1ml. Enseguida, adicionamos 5 ml de
Biuret, manteniendo los tubos en la oscuridad, a la temperatura ambiente (25°C), por 20
minutos. Entonces, se adiciona 0,5 (o 500 ul) del Folin. Después de 15 minutos mas, se
procede la lectura a 640nm. Tal densidad optica (DO) fue determinada utilizando un
espectrofotometro PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conecticut, USA).
El programa utilizado para la lectura se trata de un paquete de software disefiado para la
analisis espctofotometro UV-WINLAB.

Los dos tubos del blanco deben tener sus absorbancias determinadas de
antemano, una vez que para realizar las lecturas de las muestras, en blanco con menor
absorbancia debe estar en la parte posterior de espectrofotdmetro, mientras el otro debe
estar en la parte anterior.

La determinacion de proteinas sigue la ley o ecuacion de Lambert-Beer
donde los datos son sobrepuestos en una curva patron preparada de antemano y que

utiliza como proteina la albimina sérica bovina.

3.2.4 — Medida de la concentracion de hidroperoxidos por la técnica de FOX

La técnica realizada es la de JIANG Y COLS (1992) algo modificada.
Tratase de una técnica que se basa en la reaccion donde el Fe*" reducido pasa Fe'™
oxidado, de forma que la reaccidn se caracteriza por una donacioén de un anidon negativo
mediado por la accion del reactivo de FOX.

El xilenol orange (XYL. OR.) es un colorante sensible a las oxidaciones del

*7 Para higado y corazon se utilizan 10ul y 50ul respectivamente, tanto para el citosol, cuanto para las

mitocondrias. Para miisculo y cerebro se utilizan 50ul para el citosol y 25l para las mitocondrias.
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hierro, caracterizandose por presentar un color naranja delante de esos cambios. El caso
de hidroperdxidos, esa situacion estd bien ejemplificada puesto que el hierro actuaria
como metal de transicion en la peroxidacion. Cuanto mayor sea la presencia de
hidroperoxidos, mayor sera la intensidad del color naranja.

El amonio sulfato ferroso (AMN. SUL.) es la fuente de hierro para la
peroxidacion, mientras el 2-2-Azobis amidinopropano (AAPH) seria un fuerte inductor

de la peroxidacion lipidica, asi como casi todos los compuestos azo.

Reactivos

a) FOX.

b) Acido sulfarico (H>SO4) a 250nM en cantidad suficiente para completar
100 ml de solucion.

a) Elxilenol orange (XYL. OR ): 76 mg

b) El amonio sulfato ferroso (AMN. SUL.): 98mg

¢) Metanol anidro: 900 ml.

d) 2-2-Azobis amidinopropano (AAPH): 2nM (13,3mg) en 1 ml de agua
bidestilada

Procedimiento:

Inicialmente se toman dos tubos para cada muestra (To y T;) de forma que
anadimos a esos tubos 100 mg de proteinas. Al tubo T, se pone agua hasta 100ul / ml.
Como al final tendremos 2ml adicionamos 200ul. Al tubo T, se anade el inductor
AAPH 2,5nM en volumen equivalente a 20ul, completandose el volumen hasta 200l

con agua bidestilada. Los dos tubos deben ser incubados a 37°C durante 30 minutos.

Tras la incubacion anadimos el reactivo de FOXC en volumen equivalente a
0,9 ml por ml de volumen final (1,8ml/2ml). Se esperan cerca de 75 minutos,
procediéndose, enseguida, la lectura a 580nm en una cubeta previamente preparada con

3 ml del reactivo de FOX. Primeramente se le los tubos Ty y después los tubos Tj.

El tiempo de espera equivalente a los 75 minutos puede variar de acuerdo



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 110

con la temperatura del reactivo, de forma que se aconseja que los mismos estén en el
frigorifico hasta en momento de su empleo. Otro detalle importante es que, después de
someter el espectrofotometro a un “cero” al aire, la lectura debe ser hecha frente a dos
cubetas con los 3 ml de reactivo o al aire con lectura posterior de una cubeta
conteniendo los tres ml frente al aire. En el segundo caso la absorbancia final cerca la

diferencia entre la obtenida de leer la muestra y la de leer el reactivo.

Interpretacion de los resultados

La conversion a concentracion de hidroperoxidos de la muestra la podemos
hacer mediante una curva patron o empleando el coeficiente de extincion mediante la

ley de Lambert.

La curva patrdn es hecha con el tetra-butil-hidroperéxido (TBH), que se trata
de un reactivo inestable y peligroso. Tal reactivo debe ser guardado en el frigorifico,
pues un cambio brusco de temperatura podria hacer con que explotara. Los patrones
para la curva patron estan establecidos en 0,2uM; 0,5uM; 1uM; 2uM; S5uM; siendo

necesario, por tanto hacer las diluciones pertinentes.

Al final tenemos 3 resultados Ty, T; y To-T}, de forma que:

e Ty nos indica el nivel inicial de hidroperdxidos que hay en la muestra.

¢ T nos indica cuanto se ha peroxidado la muestra tras la induccién de la
reaccion de oxidacion.

e Ty-T; nos dice lo peroxidable que resulta la muestra, o sea, nos dice cual es
el nivel de proteccion de las membranas delante de una situacion de oxidacion. Cuanto

mayor la diferencia, menor sera el grado de proteccion.
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3.2.5 — Técnica de determinacion del acido tiobarbiturico

Se utiliz6 una técnica de aproximacién al contenido de malondialdehido
(MDA) de las membranas mitocondriales de (ORRENIUS, 1977). Como mencionado
antes en ese trabajo, el malondialdehido es el segmento final de la oxidacion lipidica.
De hecho, podemos afirmar que existe un orden secuencial de produccion de sustancias
derivadas de ese proceso. Tenemos, en orden de produccion, los dienoconjugados, los
hidroperéxidos, ademds de otros productos, hasta que se produce, por fin, el
malonaldehido.

La velocidad de oxidacion es medida pela velocidad con que alguno de esos
3 parametros se produce. Indirectamente observamos que la vitamina E, la coenzima Q
y la glutation peroxidasa son antagonistas a ese proceso, significa que indirectamente
esos parametros pueden ser evaluados.

El MDA reacciona con el 4cido tiobarbitirico (TBA) formando un pigmento
rosa. Se trata de una reaccion no tan especifica y sensible, de forma que es necesario
hacer una precipitacion previa de las proteinas de la muestra. Se procesa, por tanto, la

reaccion de una molécula de MDA con dos moléculas de 2-tiobarbittrico (TBA)

Reactivos

e) TBAag8%

f) Acido acético al 20% en agua

Preparacion de Reactivos

a) TBAa8%

Pesar 0,8 g de acido tiobarbitarico, completando el volumen para 100 ml.

b) Solucion de 4cido acético 20%

Para preparar esa solucion basta afadir 20 ml de acido acético 100% en un

volumen de agua necesario para que se complete e100 ml.
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Procedimiento:

Antes del procedimiento en si, se debe proceder la determinacion da la curva
patron al utilizarse concentraciones, en un numero total de 10 muestras, de 0,2 hasta 5
nmcl por tubo de reaccion.

En un tubo de ensayo debemos afiadir 0,4 ml de agua bidestilada, ademas de
0,1 o 100ul de muestra. Enseguida adicionamos 0,75 ml de TBA a 8% y 0,75 de 4cido
acético a 20%. Un tubo en blanco también debe ser preparado, de forma que contendra
las mismas cuantidades de reactivos, con excepcion de los 0,1 ml de muestra que son
sustituidos por tampon.

Los tubos son entonces tapados, agitados y puestos en bafio-maria por 15
minutos a 100 grados. Después del bafio, enfriamos los tubos utilizando agua a
temperatura ambiente, llevando los tubos, enseguida, a una centrifugacion a 3000rpm

por 15 minutos. Se procede la lectura a 532nm, apuntandose la absorbancia.

3.2.6 — Perfil lipidico de las membranas mitocondriales

La técnica de Lepage y Roy (1986) fue utilizada para la determinacion del
perfil lipidico de las membranas mitocondriales que permite que se haga a la vez la

mutilacion y la transesterificacion de las muestras.

Procedimiento

Se afiade 2ml de una mezcla de metanol:benceno (4:1) y 200 ul de cloruro de
acetilo en 100 pl de muestra. Se procede a una agitacion y se lleva al bafio-maria a
100°C durante una hora. Los tubos deben estar tapados para evitar la volatilizacion de
su contenido. Se retiran los tubos y se espera su enfriamiento hasta que alcanzan la
temperatura ambiente.

Se adicionan 2ml de solucion de carbonato de potasio al 5% que actiia como

un inhibidor, neutralizando la reaccion, impidiendo que la reaccion se siga procesando.
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En seguida se separan las fases mediante a centrifugacion a 2000 x G durante 15

minutos. La fraccion bencénica (la superior) es extraida utilizdndose una pipeta pasteur,

y se trata de la fase que contiene la fraccion lipidica.

Se procede una evaporacion por corriente hidrogeno, de forma que la parte

lipidica se queda atrapada en el fondo del tubo. Se resuspende en 50 pl hexano y se

efectlia una lectura en cromatografo a gas equipado con detector de ionizacion de llama.
Se utilizd un cromatégrafo de gases modelo HP-5890 Series II (HEWLETT
PACKARD, Palo alto, California; USA).

La duracion del proceso es de 40 minutos y se observa la siguiente pendiente

de temperatura:

5 minutos a 160°C;

Incremento de temperatura de 6°C/minuto hasta llegar a los 195°C;
4°C/minuto hasta los 220°C;

2°C/minuto hasta los 230°C;

12 minuto en temperatura constante de 230°C;

Y reduccidn en la escala de14°C/minuto hasta los 160°C;

Para la separacion se utilizé una columna SP™ 2330 F.S (SUPELCO INC.
BELLEFONTE, Palo Alto, California, EUA) de 60 metros de longitud 32 mm de i.d., y

un grosor de 20mm. Se realiz6 una determinacion cualitativa de lipidos de membrana y

se expresd los resultados como porcentaje en total de acidos grasos detectados en el

cromatograma.

3.2.7 — Extraccion y determinacion de ubiquinonas y vitamina E por HPLC.

La extraccion de las ubiquinonas, en el caso de CoQq y CoQj, se procesod

utilizando una mezcla de proporcion 60:40 de etanol éter de petroleo. Se sigui6 el

método de Kroger (1978) para la extraccion y el método de Battino y cols. de 2001 para

su analisis en HPLC. Paralelamente se pudo identificar el a-tocoferol (vitamina E)
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también presente en las mitocondrias

Reactivos:

A) Solucion de metanol y éter de petrdleo (60:40 v/v)

Preparo de reactivos:

A) Solucion de metanol y éter de petrdleo (60:40 v/v)

Esa solucion es preparada anadiéndose 60 ml de metanol para cada 40 ml de

éter de petroleo. El volumen a ser preparado solo debe seguir tal proporcion.

Procedimiento

A una muestra®™ corazén (0,5 mg de proteina). Se afiade 2,5 ml de la mezcla
de etanol:éter de petroleo. Sometemos todo el contenido al vortex por 30 segundos.
Sometemos el contenido a centrifugacion a 1500rpm por 10 minutos a 4°C. Se utilizd
una centrifuga de brazos oscilante BECKMAN GS-6R (BECKMAN, Fullerton,
California, USA). La fase superior (éter) de la separacion debe ser extraida y guardada a
4°C. Se afiade al tubo primitivo 1ml de éter y se procede otra vez con la centrifugacion y
aislamiento. Se guarda las dos extracciones juntas a —20°C para posterior evaporacion
del éter y lectura en HPLC.

La técnica de HPLC que se utiliz6 fue en fase reversa con columna
SPHERISORB S5 ODS I de 18x0,46cm (BECKMAN, Palo Alto, California. USA) con
precolumna del mismo relleno que la principal. El instrumento se trata de un
BECKMAN SYSTEN GOLD equipado con detector DIONE ARRAY 168 y un horno
de columna (BECKMAN) que tienen el fin de mantener la temperatura durante el
analisis a 22°C. La fase movil corresponde al etanol para HPLC y agua bidestilada en
proporcion de 97:3. La velocidad de flujo empleada fue de 1ml/minuto recurriendo a un

inyector automatico WALTERS™ 717 PLUS AUTOSAMPLER (GENTECH

% Para higado se utiliza el volumen equivalente a 1 mg de proteina; para miisculo 0,8mg de proteina
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SCIENTIFIC, Nueva York, USA).

La calibraciébn para la extraccion de CoQ y o-tocoferol se procesod
utilizdndose estdndares puros de cada compuesto mediante la lectura en
espectofotrometro de las diluciones de esos patrones en solucion etanélica y su posterior
inyeccion de forma escalonada en el HPLC. Eso permitio la construccion de curvas

patron de las referentes moléculas.

3.2.8 — Determinacion del dafio oxidativo en ADN de linfocitos de sangre

periférica.

Las cadenas de ADN dafiadas fueron determinadas por la utilizaciéon de la
técnica denominada comet. Para eso fue necesario promover al aislamiento de los
linfocitos descrito en el topico de procesamiento sanguineo. Se suspendio los linfocitos
en solucion de agarosa 1% de bajo punto de fusion (LMP agarose) en PBS (pH:7,4). La
muestra fue depositada en un portaobjetos impregnada con dicha soluciéon previamente
calentada a 37°C. La mezcla es llevada a 4°C durante 5 minutos, y los portas son
colocados en seguida en una solucion de lisis (2,5M NaCl; 100mM de EDTA; 10mM
Tris a pH:10, Triton X 100 1% v/v) donde deben permanecer por 1 hora a la misma
temperatura para que se proceda a la eliminacion de las proteinas celulares. Los portas
son llevados a un tanque de electroforesis, que debe ser realizada utilizdndose 37V
(1V/em); 300 mA, 30 minutos; con tampoén alcalino (0,3 M NaOH y ImM de EDTA a
pH:10) durante 40 minutos, también a 4°C para que se garantice una total eliminacion
de las membranas celulares y nucleares (tratamiento alcalino). Se utiliz6 un equipo
CONSORT E802 ELECTROFORESIS POWER SUPPLY. Al finalizar la electroforesis
se procede a un lavado, donde los portas son sometidas por 3 veces a los efectos de una
solucion neutralizante (0,4M Tris pH:7,5). Cada lavado dura 5 minutos. Los nucledides
coloreados con soluciéon Img/ml de 4,6 diamino-2-phenylindole (DAPI) se examinaron
en un microscopio de fluorescencia UV con filtro de excitacion de 435nm de 400. El
analisis se realizo con una cdmara CCD empleando el software para imagenes KOMET
3.0 (KINETIC Imaging Ltd, Liverpool, U.K.). El porcentaje de ADN en las colas
representa la medida de la fragmentacion de ADN. La formacion de colas de ADN

similares a cometas se identifica en cinco formas arbitrarias (0,1,2,3 y 4) de acuerdo con
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la extension del dafio al ADN representado por la cola en cometa. A cada se le asigna un
valor de acuerdo con su clase, identificando 100 cometas por gel. Los resultados son
valores que corresponden a una escala entre 0 (100% de cometas tipo 0 en el gel) hasta

400% (100% de cometas de la clase 4).

3.2.9 — Aislamiento y analisis mitocondrial por microscopia electronica

Después de proceder a la extraccion mitocondrial, 400 pl de la muestra
fueron incubados en tampdn cacodilato (1%) y formaldehido (1,5%). Por un periodo de
2 horas a 4°C. Se procedid entonces a una serie de lavados (3 lavados exactamente) con
tampon cacodilato. Se procede a otra incubacidon, pero de esta vez en solucion de
tetroxido osmiun por 60 minutos entre 0-4°C. Las muestras fueron deshidratadas en
solucion de etanol y embebidas en resina de epon. Se procede a una incubacion que se
procesa de un dia para otro a 65°C en trozos con espesor de 70nm. Los trozos ultra finos
son separados mediante a cortes con cuchillo con punta de diamante. Todas las sesiones
son marcadas con acetato de uranil y fijadas con solucion de citrato de plomo. Son
visualizados por microscopia electronica. Se utiliz0 un modelo CARL ZEISS
(OBERKOCHEN, Alemania) EM10C de 40000X.

Los negativos fueron digitalizados y transformados en imagenes positiva. Se
determiné el nimero de crestas mitocondriales, expresandose los resultados por pm? del
area, perimetro y densidad de crestas mitocondriales. Se utilizé como software el NIH
IMAGE J para la determinacion del tamafio, contorno y circularidad de las mitocondrias
(en escala).

Todos los reactivos utilizados proceden de Migma (ST. LOUIS, MO, USA)
and Merck (DARMSTADT, ALEMANIA)

Analisis Estadistico

Los resultados representan la media y error estandar de un grupo
representado por 8 animales. Previamente a la determinacion estadistica, todas la
variables fueron comprobadas por siguiendo los principios de varianza utilizando los

testes de KOLMOGOROV-SMIRNOFF vy los testes de LEVENE respectivamente.



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 117

Cuando se encontraban variables que no seguian la normativa del analisis, se procedian
a un transformacion logaritmica y reanalisis. Las diferencias estadisticas siguieron el
parametro de ANOVA, donde se consideran significamente diferentes a partir de
P<0,05. El analisis de las diferencias entre los grupos se produjo por comparacion
multiple utilizando el test de correccion de BONFERRONI. Los datos fueron
procesados utilizando el programa SSPS/PC statistical software (SSPS for Windows,
SSPS INC. Chicago, II. USA).

3.2.10 — Tratamiento estadistico de los resultados

Los valores encontrados fueron expresados considerando el valor medio
encontrado en los grupos. Se considerd el error estandar de la media en cada analisis
(n=8). Las determinaciones fueron hechas a través de la utilizacion del programa SPSS
11.0.1 compatible con Windows (SPSSinc. Chicago, Illinois, USA).

En um primer momento se procedio a la determinacion de la normalidad,
posteriormente estudiada por el método de KOLMOGOROV-SMIRNOV. Se utilizo el
método de LEVENE para estudiar la homogeneidad de la varianza de las diferentes
variables implicadas. En los casos donde las variable no seguian el criterio de
normalidad, éstas fueron transformadas y reanalisadas.

Las diferencias entre los diferentes grupos (P<0,05) fueron determinadas por
un analisis de varianza (ANOVA) utilizando test post-hoc de comparacion entre grupos.
Se utiliz6 ademds un analisis factorial de dos vias (ANOVAS de dos vias) para
determinar la interaccion entre factores distintos, graficamente retratadas, entre la

relacion de edad y tiempo y su dependencia e implicaciones conjuntas.
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Capitulo 4- RESULTADOS



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 120



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 121

4.1- Resultados

4.1.1 Peso de las ratas

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto al peso. A los 24 meses tampoco se observaron diferencias
significativas cuando comparamos el peso medio de los ejemplares de cada grupo. En
otras palabras, entre los animales de una misma edad no se observaron diferencias
significativas entre sus pesos. Sin embargo, cuando comparamos la variacién de peso o
masa corporal tomando en tiempo como pardmetro observamos diferencia significativa
a los 6 meses si comparados con el peso a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G;
GQ). El anélisis de varianza de dos vias demostr6 con eso que el factor que condiciona
la diferencia de peso es el tiempo. La dieta por si sola no influencié en ese efecto y

tampoco la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.

Peso de los animales al sacrificio
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Figura 8 — Peso de las ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su
fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a
los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban
formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con
aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ,o; V = grupo alimentado con
aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQo. Las diferencias estadisticas
entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras minasculas, maytsculas y por asteriscos.
Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se
representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento
dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su
necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se
representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay
letras significa que no hay diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia
y letras diferentes determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el andlisis de varianza de dos vias
utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del
tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD:0,498; T:0,000;
TDxT:0,624.
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4.1.2 Peso del corazon al sacrificio

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica entre los grupos VQ y GQ. A los 24 meses no se observaron diferencias
significativas cuando comparamos el peso medio del corazén entre los ejemplares de
cada grupo. Cuando comparamos la variacion de peso del corazon tomando en tiempo
como parametro observamos diferencia significativa a los 6 meses, si comparados con
el peso a los 24 meses, en los grupos V; VQ y GQ. El analisis de varianza de dos vias
demostr6 que el factor que condiciond la diferencia estadistica de peso para el corazon
fue solamente el tiempo. La dieta por si sola no influenci6 en ese efecto y tampoco la

interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.

Peso del corazoén al sacrificio
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Figura 12 — Peso del corazén de ratas alimentadas con dietas isoenergéticas,
diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas 0 no con CoQyg, y
sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media + EEM de cada grupo. Los
mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos significan G = grupo
alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQo; V = grupo
alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias
estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras mintisculas, mayusculas y por
asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del tiempo, condicionados por la
misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras mintisculas (a,b,c) de acuerdo
con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12
meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando
no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de
diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza
de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético
(TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,056; T: 0,000;
TDxT: 0,355.
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4.2- Resultados en mitocondrias

4.2.1 Proteina mitocondrial de corazon

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica entre los grupos. A los 24 meses se observaron diferencias significativas
cuando comparamos la concentracion de proteina mitocondrial entre el grupo VQ y los
demas grupos. Entre V; G; y GQ no hubo diferencia. Cuando comparamos la proteina
mitocondrial del corazén tomando en tiempo como parametro observamos diferencia
significativa a los 6 meses, si comparados con el peso a los 24 meses, en los grupos VQ
y GQ. El analisis de varianza de dos vias demostré que los factores que condicionaron
la diferencia estadistica de la concentraciéon de proteina para el corazéon fueron el
tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo. El factor

tiempo no condiciono.

Concentraciéon mitocondrial de proteina
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Figura 13 — proteina mitocondrial del corazén de ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQq¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQqo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,020; T: 0,054; TDxT: 0,013.
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4.2.2 Contenido basal de hidroperdxidos (Ty).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido basal de hidroperoxidos. A los 24 meses se observaron
diferencias significativas cuando comparamos tal contenido entre el grupo VQ y todos
los demas y entre GQ con los grupos VQ y G. Cuando comparamos este pardmetro
tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia significativa a los 6
meses si comparados a los 24 meses en los grupos VQ y G. El andlisis de varianza de
dos vias demostr6 que los tres factores condicionan el contenido basal de
hidroperéxidos, o sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre

tratamiento dietético y tiempo.

Hidroperoxidos basales en mitocondrias de corazoén
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Figura 14 — Contenido basal de hidroperdxidos (T,) en mitocondrias de corazon de
ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o
de girasol), enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ;o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utilizé el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,002; T: 0,048; TDxT: 0,002.
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4.2.3 Contenido inducido de hiroperoxidos (T)).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido inducido de hidroperéxidos. A los 24 meses se
observaron diferencias significativas cuando comparamos tal contenido entre el grupo
VQ y todos los demas y entre GQ con los grupos VQ y G. Cuando comparamos este
pardmetro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los grupos VQ y G. El
analisis de varianza de dos vias demostrdé que el factor que condicioné el contenido
inducido de hidroperoxidos fue la interaccidon entre tratamiento dietético y tiempo. El

tratamiento dietético y el tiempo como factores aislados no influenciaron.

Hidroperoxidos inducidos con AAPH en mitocondrias de corazén
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Figura 15 — Contenido inducido de hidroperoxidos (T;) en mitocondrias de corazén de
ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o
de girasol), enriquecidas o no con CoQ, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ;o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQjo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,051; T: 0,610; TDxT: 000.
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4.2.4 Susceptibilidad a la peroxidacion en mitocondria de corazon (T;-
To).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la susceptibilidad a la peroxidacion entre grupo V en comparacion
con los grupos VQ y GQ. A los 24 meses se observaron diferencias significativas
cuando comparamos tal contenido entre el grupo VQ y G. Cuando comparamos este
pardmetro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los grupos VQ y GQ. El
analisis de varianza de dos vias demostr6 que dos factores condicionan la
susceptibilidad a la peroxidacion, o sea, el tiempo y la interaccion entre tratamiento

dietético y tiempo. El tratamiento dietético como factor aislado no condiciona.

Susceptibilidad a la peroxidacién (T1-T0) en mitocondrias de corazén
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Figura 16 — Susceptibilidad a la peroxidacién en mitocondria de corazén (T;-T,) de
ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o
de girasol), enriquecidas o no con CoQ, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ,; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQjo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,175; T: 0,017; TDxT: 0,039.
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4.2.5 Susceptibilidad a la peroxidacion en mitocondria de corazon

(TI:T()).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la susceptibilidad a la peroxidacion entre grupo V en comparacion
con los demas. A los 24 meses no se observaron diferencias significativas cuando
comparamos tal contenido. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo
como punto de andlisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si
comparados a los 24 meses en los grupos VQ y GQ. El andlisis de varianza de dos vias
demostrd que dos factores condicionan la susceptibilidad a la peroxidacién, o sea, el
tiempo y la interaccién entre tratamiento dietético y tiempo. El tratamiento dietético

como factor aislado no condiciono.

Susceptibilidad a la peroxidacion (T1:TO) en mitocondrias de corazén
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Figura 17 — Susceptibilidad a la peroxidacion en mitocondria de corazon (T;:Ty) de
ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o
de girasol), enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ,; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras mintsculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utilizé el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,024; T: 0,000; TDxT: 0,095.
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4.2.6 Contenido en substancias reactivas con el acido tiobarbiturico

(TBARS).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido en substancias reactivas del acido tiobarbitario. A los 24
meses tampoco se observaron diferencias significativas cuando comparamos tal
contenido. Cuando comparamos este pardmetro tomando en tiempo como punto de
analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses
en todos los grupos (V; VQ; G y GQ). El analisis de varianza de dos vias demostro que
el factor que condiciond el contenido en substancias reactivas del acido tiobarbituario fue
el tiempo. El tratamiento dietético como factor aislado y la interaccion entre tratamiento

dietético y tiempo no condicionan el analisis de varianza.

TBARS en mitocondrias de corazén
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Figura 18 — TBARS en mitocondria de corazén de ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQq¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utilizo el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,235; T: 0,000; TDxT: 0,432.
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4.2.7 Concentracion de a-tocoferol en mitocondrias de corazon.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto a la concentracion de a-tocoferol en mitocondria de corazon. A los 24
meses se observd diferencias significativas cuando comparamos tal concentracion entre
V en comparacion con VQ y GQ. También se observd diferencia entre G en
comparacion con VQ y GQ. Entre VQ y GQ no hubo diferencia. Cuando comparamos
este pardmetro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los grupos V; G y GQ. El
analisis de varianza de dos vias demostr6 que dos factores condicionaron la
concentracion de a-tocoferol en mitocondrias de corazon, o sea, el tiempo y la
interaccion entre tratamiento dietético y tiempo. El tratamiento dietético por si solo no

condiciond el analisis.

Concentracién g-tocopherol en mitocondrias de corazon
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Figura 19 — Concentracion de a-tocoferol en mitocondrias de corazén de ratas
alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de
girasol), enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ;o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQjo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,052; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.2.8 Concentracion de coenzima Qo en mitocondria de corazon

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto a la concentracion de CoQg en mitocondria de corazén. A los 24
meses se observo diferencias significativas cuando comparamos tal concentracion entre
V en comparacion con VQ y GQ; ademas de diferencia significativa entre G en
comparacion con VQ y GQ. Entre V y G no hubo diferencia significativa. Cuando
comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos
diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos
(V; VQ; G y GQ). El analisis de varianza de dos vias demostrd que todos los factores
condicionaron la concentracion de CoQg en mitocondria de corazdn, o sea, el tiempo, el
tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 20 — Concentracién de CoQy en mitocondria de corazén de ratas alimentadas
con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media = EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQ,p; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.2.9 Concentracion de coenzima Q9 en mitocondria de corazon

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto a la concentracion de CoQ;o en mitocondria de corazéon. A los 24
meses se observo diferencias significativas cuando comparamos tal concentracion entre
V en comparacion con VQ y GQ; ademas de diferencia significativa entre G en
comparacion con VQ y GQ. Entre V y G no hubo diferencia significativa. Cuando
comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos
diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos
(V; VQ; G y GQ). El analisis de varianza de dos vias demostrd que todos los factores
condicionaron la concentracion de CoQ,o en mitocondria de corazén, o sea, el tiempo, el

tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 21 — Concentracion de CoQ;y en mitocondria de corazén de ratas alimentadas
con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media = EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQjo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintsculas, mayutsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.2.10 Relacion mitocondrial de corazéon entre coenzima Qo:coenzima

Ql()-

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la relacion mitocondrial entre CoQq:CoQ;o entre el grupo V en
comparacion con todos los demas (VQ; GQ y GQ). Entre VQ; G y GQ no hay
diferencia. A los 24 meses no se observo diferencias significativas entre ningun grupo.
Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de andlisis,
observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los
grupos V; VQ y G. El andlisis de varianza de dos vias demostrd que todos los factores
condicionaron la relacion mitocondrial entre Co0Q9:CoQio, 0 sea, el tiempo, el

tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 22 — Relacién mitocondrial entre CoQy:C0Qy en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minutsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,020; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.2.11 Concentracion mitocondrial de coenzima Qg. .

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto a la concentracion mitocondrial de CoQqy+ ¢ entre los grupos. A los 24
meses se observo diferencias entre los grupos VQ y todos los demas (V; G y GQ).
Ademas, el grupo GQ también presenta diferencia estadistica en relacion a todos los
grupos (V; VQ; G). Los grupos G y virgen no presentaron diferencias entre si. Cuando
comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos
diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos
(V; VQ; G y GQ). El analisis de varianza de dos vias demostrd que todos los factores
condicionaron la concentracion plasmatica de CoQo+19, 0 sea, el tiempo, el tratamiento
dietético y la interaccidn entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 23 — Concentracion mitocondrial de Co0Qy.19 en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minutsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utilizo el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.2.12 Contenido relativo en Cj,.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
significativa cuanto al contenido relativo en Cj, entre el grupo G y GQ. Los demas
grupos no presentaron diferencia significativa entre si. A los 24 meses no se observo
diferencias significativas entre ningin grupo. Cuando comparamos este pardmetro
tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia significativa a los 6
meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G y GQ). El analisis
de varianza de dos vias demostré que dos factores condicionaron el contenido relativo
en Cjp, o sea, el tiempo y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo. El

tratamiento dietético aislado no condiciono
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Figura 24 — Contenido relativo en C;, en ratas alimentadas con dietas isoenergéticas,
diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no con CoQg, y
sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media + EEM de cada grupo. Los
mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos significan G = grupo
alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQo; V = grupo
alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias
estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras mintsculas, maytsculas y por
asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del tiempo, condicionados por la
misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras mintsculas (a,b,c) de acuerdo
con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12
meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando
no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de
diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza
de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético
(TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,567; T: 0,000;
TDxT: 0,016.
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4.2.13 Contenido relativo en Cy4 (acido miristico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
significativa cuanto al contenido relativo en Cj; entre el grupo G y GQ. Los demas
grupos no presentaron diferencia significativa entre si. A los 24 meses no se observo
diferencias significativas entre ningin grupo. Cuando comparamos este parametro
tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia significativa a los 6
meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G y GQ). El anélisis
de varianza de dos vias demostrd que todos los factores condicionaron el contenido
relativo en Ci4, 0 sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre

tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 25 — Contenido relativo en Cy4 (acido miristico) en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQq¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQqo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,003; T: 0,002; TDxT: 0,000.
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4.2.14 Contenido relativo en Cy6 (acido palmitico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en C;4 entre el grupo G en comparacion con
todos los demas (VQ; V y GQ). Entre los demas grupos entre si no se observa tal
diferencia. A los 24 meses no se observo diferencias significativas entre ningun grupo.
Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de analisis,
observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los
grupos V; VQ y GQ. El analisis de varianza de dos vias demostr6 que dos factores
condicionaron el contenido relativo en Ci¢, 0 sea, el tiempo y el tratamiento dietético.

La interaccion entre tratamiento dietético y tiempo no condiciono.
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Figura 26 — Contenido relativo en C,¢ (4cido palmitico) en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQq, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQ1¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,001; T: 0,000; TDxT: 0,443.
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4.2.15 Contenido relativo en C;g (acido estearico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en C;g entre el grupo G en comparacion con los
grupos V y GQ. El grupo VQ no presentd diferencia significativa con ningiin grupo.
Entre VQ y G no hay diferencia y entre VQ y GQ tampoco. A los 24 meses no se
observo diferencias significativas entre ningun grupo. Cuando comparamos este
pardmetro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G
y G). El anélisis de varianza de dos vias demostr6 que dos factores condicionaron el
contenido relativo en Cys, 0 sea, el tiempo y la interaccidon entre tratamiento dietético y

tiempo. El tratamiento dietético aislado no condicion6
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Figura 27 — Contenido relativo en Cy3 (acido esteirico) en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,215; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.2.16 Contenido relativo en Cis.1n9 (acido oleico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cig.15.9 entre el grupo V en comparacion con
G y GQ, ademas de diferencia entre VQ y en comparacion con G y GQ. Entre Vy VQ
no hay diferencia, tampoco entre G y GQ. A los 24 meses se observo diferencia
significativa entre el grupo V y todos los demés (VQ, G y GQ). Cuando comparamos
este pardmetro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en el grupo VQ. El andlisis de
varianza de dos vias demostré que dos factores condicionaron el contenido relativo en
Cis:n9, O sea, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y

tiempo. El factor tiempo se tomado de forma aislada no condicioné.

C18:1n-9 en mitocondrias de corazon
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Figura 28 — Contenido relativo en Cys.1,9 (acido oleico) en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,052; TDxT: 0,000.
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4.2.17 Contenido relativo en Cis.2n-6 (acido linoleico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cjg.on6 entre el grupo GQ en comparacion
con todos los demds (V; VQ y GQ). Entre los demds grupos entre si no hay diferencia
significativa. A los 24 meses entre el grupo V en comparacion con G y GQ, ademas de
diferencia entre VQ y en comparacion con G y GQ. Entre V y VQ no hay diferencia,
tampoco entre G y GQ. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como
punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los
24 meses en los grupos V; VQ y GQ. El analisis de varianza de dos vias demostr6 que
todos los factores condicionaron el contenido relativo en Cis.on6, 0 sea, el tiempo, el
tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 29 — Contenido relativo en Cyg.,6 (4cido linoleico) en ratas alimentadas con
dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media = EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQjo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintisculas, mayutsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.2.18 Contenido relativo en Cjp4¢ (eicosatetraenoico o acido

araquidodnico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cyp.un.¢ entre el grupo G en comparacion con
todos los demas (V; VQ y GQ), ademas de diferencia entre GQ y en comparacion con
todos los demas V; VQ y G. Entre V y VQ no hay diferencia significativa. A los 24
meses no se observo diferencias significativas entre ningun grupo. Cuando comparamos
este pardmetro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G
y GQ). El analisis de varianza de dos vias demostrd que dos factores condicionaron el
contenido relativo en Cyp.un6, 0 S€a, el tiempo y la interaccion entre tratamiento dietético

y tiempo. El tratamiento dietético como factor aislado no condiciond.
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Figura 30 — Contenido relativo en C,.4,¢ (eicosatetraenoico o acido araquidénico) en
ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o
de girasol), enriquecidas o no con CoQ, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ,; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,124; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.2.19 Contenido relativo en Cj:s5,-3 (eicosapentaenico o EPA).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cjg.sp.3 €n ningin grupo. A los 24 meses
observamos diferencias significativas entre el grupo VQ y todos lo demas (V; G y GQ)
y entre el grupo V y todos los demas grupos (VQ; G y GQ). Entre G y GQ no hubo
diferencia significativa. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como
punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los
24 meses en todos los grupos (V; VQ; G y GQ). El andlisis de varianza de dos vias
demostré que todos los factores condicionaron el contenido relativo en Cyg.sn-3, 0 sea, el

tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 31 — Contenido relativo en C,s,; (eicosapentaenico o EPA) en ratas

alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de
girasol), enriquecidas o0 no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ,; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utilizé el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.2.20 Contenido relativo en Cj;.¢p-3 (docosahexaenoico o DHA).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cy.¢n-3 entre el grupo V en comparacion con
G y GQ, ademas de diferencia entre VQ y en comparacion con G y GQ. Entre Vy VQ
no hay diferencia, tampoco entre G y GQ. A los 24 meses se observo diferencia
significativa entre el grupo VQ y los grupos V y G. Entre los demas grupos no hay
diferencia entre si. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto
de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24
meses en los grupos V; G y GQ. El andlisis de varianza de dos vias demostré que dos
los factores condicionaron el contenido relativo en Cy.en3, 0 sea, el tratamiento
dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo. El tiempo cuando tomado

de forma aislada no condiciono.
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Figura 32 — Contenido relativo en Cj.,3 (docosahexaenoico o DHA) en ratas
alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de
girasol), enriquecidas o0 no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ,; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQjo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,395; TDxT: 0,024.
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4.2.21 Suma de acidos grasos saturados totales (SFA).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la suma de acidos grasos saturados totales entre el grupo G en
comparacion con todos los demds (V; VQ; y GQ), Entre los demds grupos no hay
diferencia significativa. A los 24 meses no se observé diferencias significativas entre
ningun grupo. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de
analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses
en los grupos V; VQ y GQ. El andlisis de varianza de dos vias demostrdo que dos
factores condicionaron la suma de acidos grasos saturados totales, o sea, el tiempo, y la
interaccion entre tratamiento dietético y tiempo. El tratamiento dietético de forma

aislada no condiciono.
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Figura 33 — Suma de acidos grasos saturados totales (SFA) en ratas alimentadas con
dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media £ EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQjo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQ. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintsculas, mayutsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,464; T: 0,000; TDxT: 0,000.



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 144

4.2.22 Suma de acidos grasos monoinsaturados totales (AGM).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la suma de 4cidos grasos monoinsaturados totales entre el grupo V
en comparacion con los grupos G y GQ, ademas de diferencia entre VQ y en
comparacion con G y GQ. Entre V y VQ; y entre g y GQ no hay diferencia
significativa. A los 24 meses se observo diferencias significativas entre el grupo V y
todos los demas (VQ, G y GQ). Cuando comparamos este parametro tomando en
tiempo como punto de analisis, no observamos diferencia significativa a los 6 meses si
comparados a los 24 meses. El andlisis de varianza de dos vias demostré que dos
factores condicionaron significativamente la suma de &cidos grasos monoinsaturados
totales, o sea, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y

tiempo. El tiempo como factor aislado no influencio.
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Figura 34 — Suma de Acidos grasos monoinsaturados totales (AGM) en sangre
periférica de ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa
(aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses.
Los resultados representan la media = EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales
cada uno. Las abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ =
grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQj; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ =
grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05)
son indicados en el grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas
entre los grupos dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un
asterisco (*). La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses
se representa graficamente por las letras mintsculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia
estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente
por las letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccién entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,485; TDxT: 0,000.
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4.2.23 Suma de acidos grasos poliinsaturados totales (AGP).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la suma de acidos grasos poliinsaturados totales entre el grupo GQ
en comparacion con todos los demas (V; VQ y GQ), ademads de diferencia entre VQ y
en comparacion con G. Entre VQ y V no hay diferencia y entre V y G tampoco. A los
24 meses se observo diferencias significativas entre el grupo G y GQ; ademas de Gy V.
VQ no presentd diferencia significativa con ningun grupo. Cuando comparamos este
pardmetro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los grupos V; VQ y GQ. El
analisis de varianza de dos vias demostrd que dos factores condicionaron la suma de
acidos grasos poliinsaturados totales, o sea, el tiempo y la interaccion entre tratamiento
dietético y tiempo. El tratamiento dietético como factor aislado no influencio.
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Figura 35 — Suma de acidos grasos poliinsaturados totales (AGP) en ratas alimentadas
con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media = EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQ,p; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,061.
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4.2.24 Suma de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la suma de 4cidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 entre el
grupo GQ en comparacion con todos los demds (V; VQ y G). A los 24 meses se
observé diferencias significativas entre el grupo G y todos los demas (V; VQ y GQ) y
entre el grupos V y GQ. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como
punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los
24 meses en los grupos V; VQ y GQ. El andlisis de varianza de dos vias demostré que
todos los factores condicionaron la suma de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-

6, o sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y

tiempo.
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Figura 36 — Suma de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 en ratas alimentadas
con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media = EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQ,p; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintisculas, mayutsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.2.25 Suma de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la suma de 4cidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 entre el
grupo V en comparacion con G y GQ, ademas de diferencia entre VQ y en comparacion
con Gy GQ. Entre V y VQ; ademas de G y GQ no hay diferencia significativa. A los 24
meses se observo diferencia significativa entre el grupo VQ y todos los demas (V; G y
GQ). Cuando comparamos este pardmetro tomando en tiempo como punto de analisis,
no observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses. El
analisis de varianza de dos vias demostréd que dos factores condicionaron la suma de
acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3, o sea, el tratamiento dietético y la

interaccion entre tratamiento dietético y tiempo. El tiempo no condiciono tal diferencia.
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Figura 37 — Suma de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 en sangre periférica
de ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva
o de girasol), enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ;o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQjo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utilizé el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,294; TDxT: 0,028.
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4.2.26 Relacion entre el contenido relativo de acidos monoinsaturados y

poliinsaturados (AGM/AGP)

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la relacion entre el contenido relativo de dcidos monoinsaturados y
poliinsaturados entre el grupo GQ en comparacion con todos los demas (V; VQ y G). A
los 24 meses se observo diferencias significativas entre el grupo V y todos los demas
(VQ, G y GQ). También observamos diferencia entre GQ y G; ademas de GQ y VQ.
Entre VQ y G no hay diferencia. Cuando comparamos este pardmetro tomando en
tiempo como punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si
comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G y GQ). El analisis de
varianza de dos vias demostré que todos los factores condicionaron la relacion entre el
contenido relativo de acidos monoinsaturados y poliinsaturados, o sea, el tiempo, el
tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 38 — Relacion entre el contenido relativo de acidos monoinsaturados y
poliinsaturados (AGM/AGP) en ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su
fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas 0 no con CoQy, y sacrificio efectuado a
los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media =+ EEM de cada grupo. Los mismos estaban
formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con
aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ;y; V = grupo alimentado con
aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias estadisticas
entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos.
Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se
representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento
dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras mintsculas (a,b,c) de acuerdo con su
necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se
representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay
letras significa que no hay diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia
y letras diferentes determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias
utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del
tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,001; TDxT:
0,001.
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4.2.27 Relacion entre el contenido relativo de acido oleico y linoleico.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la relacion entre el contenido relativo de 4cido oleico y linoleico
entre todos los grupos entre si (V; VQ; Gy GQ). A los 24 meses se observod diferencias
significativas entre V y todos los demas (VQ; G y GQ) y entre VQ y todos los demas
(V; Gy GQ). Entre G y GQ no hay diferencia significativa. Cuando comparamos este
pardmetro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G
y GQ). El andlisis de varianza de dos vias demostrd6 que todos los factores
condicionaron la relacion entre el contenido relativo de acido oleico y linoleico, o sea, el

tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.

Relacién acido oleico:acido linoleico en mitocondrias de corazén
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Figura 39 — Relacion entre el contenido relativo de acido oleico y linoleico en ratas
alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de
girasol), enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ;o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQjo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utilizé el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,026; TDxT: 0,001.
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4.2.28 Area de las mitocondrias de corazon por microscopia electronica

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia estadistica
cuanto al area de las mitocondrias de corazén entre el grupo VQ y todos los demas (V;
G y GQ). A los 24 meses se observo diferencias significativas entre V 'y VQ. Cuando
comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de analisis, observamos

diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los grupos G y

GQ.
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Figura 39 — Area de las mitocondrias de corazén por microscopia electronica en ratas
alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de
girasol), enriquecidas o0 no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ,o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05).
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4.2.29 Perimetro de las mitocondrias de corazén por microscopia

electronica

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al perimetro de las mitocondrias de corazon entre el grupo V 'y VQ.
Se observo diferencias significativas entre VQ y GQ. Entre V; G y GQ no hubo
diferencia. A los 24 meses se observo diferencias significativas entre V'y VQ. Entre V
y G también hubo diferencia. Cuando comparamos este pardmetro tomando en tiempo
como punto de andlisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si

comparados a los 24 meses en el grupo G.
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Figura 40 — Perimetro de las mitocondrias de corazon por microscopia electrénica en
ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o
de girasol), enriquecidas o no con CoQ, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ;o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05).
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4.2.30 Densidad de las crestas de las mitocondrias de corazon por

microscopia electronica

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la densidad de las crestas de las mitocondrias de corazén entre el
grupo V en comparacion con G y GQ, ademas de diferencia entre el grupo VQ en
comparacion con Gy GQ A los 24 meses se observo diferencias significativas entre el
grupo VQ en comparacion con G y GQ, ademas de diferencia entre el grupo V y G.
Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de analisis,
observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los

grupos VQ; Gy GQ.
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Figura 41 — Densidad de las mitocondrias de corazén por microscopia electrénica en
ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o
de girasol), enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ,; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05).
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4.3- Resultados en plasma

4.3.1 Concentracion plasmatica de Retinol.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto a la concentracion plasmatica de retinol. A los 24 meses se observo
diferencias significativas cuando comparamos tal concentracion entre V y todos los
demas grupos y entre VQ y todos los demés. Entre G y GQ no hubo diferencia. Cuando
comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos
diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos
(V; VQ; G y GQ). El analisis de varianza de dos vias demostré que todos los factores
condicionaron la concentracion plasmatica de retinol, o sea, el tiempo, el tratamiento

dietético y la interaccidn entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 42 — Concentracion plasmatica de retinol de ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minutsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.2 Concentracion plasmatica de [ -tocoferol.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses no observamos diferencia
estadistica cuanto a la concentracion plasmatica de a-tocoferol. A los 24 meses se
observé diferencias significativas cuando comparamos tal concentracion entre VQ y
todos los demds. Entre V; G y GQ no hubo diferencia. Cuando comparamos este
parametro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G
y GQ). El andlisis de varianza de dos vias demostr6 que todos los factores
condicionaron la concentracion plasmatica de oa-tocoferol, o sea, el tiempo, el

tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.

Concentracién plasmatica de g-tocopherol
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Figura 43 — Concentraciéon plasmatica de [I-tocoferol de ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minuasculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,002; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.3 Concentracion plasmatica de coenzima Q,.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la concentracion plasmatica de CoQq entre el grupo G en
comparacion con los grupos VQ y GQ. A los 24 meses se observo diferencias
significativas cuando comparamos tal concentracion entre V y VQ; ademas de
diferencia significativa entre VQ, G y GQ entre si. Cuando comparamos este parametro
tomando en tiempo como punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6
meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G y GQ). El analisis
de varianza de dos vias demostrd que todos los factores condicionaron la concentracion
plasmatica de CoQy, 0 sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre
tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 44 — Concentracion plasmitica de CoQ, en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQq¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQqo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.4 Concentracion plasmatica de coenzima Q.

A los 6 meses observamos diferencia estadistica cuanto a la concentracion
plasmatica de CoQj entre el grupo V en comparacién con VQ y GQ, ademas de
diferencia entre G y en comparacion con VQ y GQ. Entre V y G no hay diferencia, de la
misma forma que entre VQ y GQ. A los 24 meses se observo diferencias significativas,
cuando comparamos tal concentracion, en V en comparacion con los grupos VQ y GQ;
ademads de diferencia entre el grupo G en comparacion con los grupos VQ y GQ. Entre
GQ y VQ también hay diferencia significativa. Entre V y G no hubo diferencia. Cuando
comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de analisis, observamos
diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos
(V; VQ; G y GQ). El analisis de varianza de dos vias demostré que todos los factores
condicionaron la concentracion plasmatica de CoQy, 0 sea, el tiempo, el tratamiento

dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 45 — Concentracion plasmatica de CoQq en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minutsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.5 Relacion plasmatica entre coenzima Qo:coenzima Q.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la relacién plasmatica de CoQ9:CoQj entre el grupo V en
comparacion con todos los demas (VQ; GQ y GQ), ademas de diferencia entre VQ y en
comparacion con V 'y GQ. Entre G en comparacion con V y GQ también hay diferencia.
Entre VQ y G no hay diferencia y entre VQ y GQ tampoco. A los 24 meses no se
observd diferencias significativas entre ningun grupo. Cuando comparamos este
parametro tomando en tiempo como punto de analisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los grupos V; VQ y G. El
analisis de varianza de dos vias demostré que todos los factores condicionaron la
relacion plasmatica de CoQq:CoQ;o, 0 sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la

interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.

Relacion plasmatica Coenzima Qg:Coenzima Qg

12 1 mO.virgen m O.virgen+Q O Girasol @ Girasol+Q
c

10

——

NN | il

6 24

Edad (meses)

Figura 46 — Relacion plasmatica de C0Qy:CoQ; en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQq¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQqo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.6 Concentracion plasmatica de coenzima Qo.o.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la concentracion plasmatica de CoQo: 1o entre el grupo los VQ; Gy
GQ entre si. El grupo V no presenta diferencia en relacion a ningun otro grupo. A los 24
meses se observo diferencias entre los grupo VQ; G y GQ entre si. Ademas, el grupo
V presenta diferencia estadistica en relacion a VQ. Cuando comparamos este parametro
tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia significativa a los 6
meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G y GQ). El analisis
de varianza de dos vias demostré que todos los factores condicionaron la concentracion
plasmatica de CoQo+19, 0 sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre

tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 47 — Concentracion plasmatica de CoQy.19 en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQq, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQ1¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.7 Capacidad antioxidante total del plasma.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la capacidad antioxidante total del plasma entre los grupos V en
comparacion con VQ y GQ; ademds de diferencia entre G en comparacion con VQ y
GQ. Entre V y G no hay diferencia estadistica, tampoco entre GQ y VQ. A los 24 meses
se observé diferencias entre los grupos G en comparacion con V y GQ. Cuando
comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos
diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los grupos V; VQ
y G. El anélisis de varianza de dos vias demostrd que dos factores condicionaron la
capacidad antioxidante total del plasma, o sea, el tratamiento dietético y la interaccion
entre tratamiento dietético y tiempo. El tiempo como factor aislado no condicion6 la

varianza.
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Figura 48 — Capacidad antioxidante total del plasma en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQq¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQqo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,002; T: 0,192; TDxT: 0,001.
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4.3.8 Daiio oxidativo en ADN de linfocitos de sangre periférica.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al dafio oxidativo en linfocitos de sangre periférica entre VQ y todos
los demas grupos y entre G y todos los demads. A los 24 meses se observo exactamente
las mismas diferencias significativas cuando comparamos tal contenido, o sea, entre VQ
y todos los demas grupos y entre G y todos los demas Cuando comparamos este
pardmetro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G
y GQ). El analisis de varianza de dos vias demostré que dos factores que condicionaron
el dafio oxidativo en linfocitos de sangre periférica, o sea, el tiempo y el tratamiento
dietético. La interaccion entre tratamiento dietético y tiempo no condicion6 el andlisis
de varianza.
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Figura 49 — Dafio oxidativo en ADN de sangre periférica de ratas alimentadas con
dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media £ EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQjo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQ. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,020; T: 0,000; TDxT: 0,061.
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4.3.9 Contenido relativo en Cy4 (acido miristico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Ci4 entre el grupo VQ en comparacion con
todos GQ. A los 24 meses se observo diferencia significativa entre el grupo Gy VQ y
entre el mismo grupo G y GQ. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo
como punto de analisis, no observamos diferencia significativa a los 6 meses si
comparados a los 24 meses. El andlisis de varianza de dos vias demostré que ninguno
de los factores condicion6 el contenido relativo en Ci4, 0 sea, ni el tiempo, ni el
tratamiento dietético y tampoco la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.

C14 en plasma

0.8 m O.virgen m O.virgen+Q 0O Girasol m Girasol+Q

] AB
0,7 b

ab
0,6 A T a
T

0,5

04 -

g/100g

0,3
0,2

0,1

6 24
Edad (meses)

Figura 50 — Contenido relativo en Cy4 (acido miristico) en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQq¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQqo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,092; T: 0,801; TDxT: 0,118.
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4.3.10 Contenido relativo en Cy6 (acido palmitico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cj6 entre el grupo V en comparacion con VQ;
GQ y entre el mismo grupo V y VQ. A los 24 meses se observd diferencia significativa
entre G y GQ. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de
analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses
en los grupos VQ y GQ. El andlisis de varianza de dos vias demostré que s6lo uno de
los factores condiciono el contenido relativo en Cjq, 0 sea, el tiempo. El tratamiento
dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo no condicionaron

significativamente.
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Figura 51 — Contenido relativo en C;¢ (dcido palmitico) en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQq, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQ1¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,582; T: 0,019; TDxT: 0,153.
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4.3.11 Contenido relativo en C,g (acido estearico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en C;g entre el grupo G en comparacion con los
demas (V, VQ y GQ) y entre el grupo GQ y los demas (GQ, V y VQ). A los 24 meses
se observod diferencia significativa entre G y GQ. Cuando comparamos este parametro
tomando en tiempo como punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6
meses si comparados a los 24 meses en el grupo G. El andlisis de varianza de dos vias
demostré que dos factores condicionaron el contenido relativo en Cis, o sea, el
tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo. El tiempo

como factor aislado no influencio.
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Figura 52 — Contenido relativo en Cy3 (acido estedrico) en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minuasculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,001; T: 0,584; TDxT: 0,046.
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4.3.12 Contenido relativo en Cy4.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cy4 entre el grupo V en comparacion con
todos los demas (VQ; Gy GQ) y entre VQ y todos los demas (V, G y GQ). A los 24
meses se observo diferencia significativa entre el grupo VQ en comparacion con los
grupos G y V y entre el grupo GQ y los grupos G y V. Cuando comparamos este
pardmetro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G
y GQ). El andlisis de varianza de dos vias demostrd6 que todos los factores
condicionaron el contenido relativo en Ca4, 0 sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la

interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 53 — Contenido relativo en C,;, en ratas alimentadas con dietas isoenergéticas,
diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no con CoQyg, y
sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media + EEM de cada grupo. Los
mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos significan G = grupo
alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ;; V = grupo
alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQo. Las diferencias
estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras mintisculas, mayusculas y por
asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del tiempo, condicionados por la
misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras mintisculas (a,b,c) de acuerdo
con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12
meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando
no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de
diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza
de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético
(TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000;
TDxT: 0,044.
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4.3.13 Contenido relativo en Cyg:1n-9.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cig.1n-9 entre el grupo VQ, GQ y G entre si,
ademads de diferencia entre V y GQ. A los 24 meses se observo diferencias significativas
entre el grupo V; VQ y G entre si y entre V; VQ y GQ entre si. Entre G y GQ no hubo
diferencia significativa. Cuando comparamos este pardmetro tomando en tiempo como
punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los
24 meses en el grupos G. El analisis de varianza de dos vias demostrd s6lo uno de los
factores condicioné el contenido relativo en Cig.1n9, O Sea, €l tratamiento dietético. El
tiempo y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo no influenciaron

significativamente.

C16:1 n-9 en plasma

6.0 m O.virgen m O.virgen+Q 0O Girasol @ Girasol+Q

c C
50 - be

o

40 -

i

3,0

g/100g
HH* >

20

6 24 Edad (meses)

Figura 54 — Contenido relativo en C;¢ (Acido palmitico) en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,350; TDxT: 0,114.
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4.3.14 Contenido relativo en Cis.1n9 (acido oleico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cig.15.9 entre el grupo V en comparacion con
G y GQ, ademas de diferencia entre VQ y en comparacion con Gy GQ. A los 24 meses
se observo diferencias significativas entre todos los grupos entre si (V; VQ; G y GQ).
Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de analisis,
observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en el
grupo GQ. El andlisis de varianza de dos vias demostré6 que todos los factores
condicionaron el contenido relativo en Cjs.1n.9, 0 sea, el tiempo, el tratamiento dietético

y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 55 — Contenido relativo en Cs.1,0 (acido oleico) en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utilizo el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.15 Contenido relativo en Cis.2n-6 (acido linoleico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cjg.0n6 entre el grupo V en comparacion con
G y GQ, ademas de diferencia entre VQ y en comparacion con Gy GQ. A los 24 meses
no observé diferencia significativa entre los grupos V; VQ y GQ entre si, y entre los
grupos V; VQ y G entre si . Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo
como punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si
comparados a los 24 meses en el grupo VQ. El andlisis de varianza de dos vias
demostré que todos los factores condicionaron el contenido relativo en Cjg.on6, 0 sea, €l

tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 56 — Contenido relativo en Cig.,6 (4cido linoleico) en ratas alimentadas con
dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media = EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQ;o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintisculas, mayutsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,008.
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4.3.16 Contenido relativo en Cig.35-3.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cjg.3,.3 entre el grupo V en comparacion con
todos los demas (VQ; GQ y GQ), ademas de diferencia entre VQ y en comparacion con
V y GQ. Entre G en comparacién con V y GQ también hay diferencia. Entre VQ y G no
hay diferencia y entre VQ y GQ tampoco. A los 24 meses no se observo diferencias
significativas entre ningin grupo. Cuando comparamos este parametro tomando en
tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si
comparados a los 24 meses en los grupos V; VQ y G. El analisis de varianza de dos vias
demostrd que todos los factores condicionaron el contenido relativo en Cg.3,.3, O sea, el

tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.

C18:3 n-3 en plasma

0.6 - m O.virgen m O.virgen+Q O Girasol m Girasol+Q

c

0,5

0,4

ab
0,3 -

g/100g

0,2

0,1

0,0 -

6 24 Edad (meses)

Figura 57 — Contenido relativo en Cs., (acido linoleico) en ratas alimentadas con
dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media = EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQp; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintsculas, mayutsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,020; T: 0,000; TDxT: 0,020.
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4.3.17 Contenido relativo en Cjj.2n-6.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cyp.an.6 entre el grupo V en comparacion con
G y GQ, ademas de diferencia entre VQ y en comparacion con G y GQ. Entre G en
comparacion con V y GQ también hay diferencia. Entre VQ y G no hay diferencia y
entre VQ y GQ tampoco. A los 24 meses se observo diferencias significativas entre los
grupo V; VQ y G entre si y entre los grupos V; VQ y GQ entre si. Cuando comparamos
este parametro tomando en tiempo como punto de andlisis, no observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses. El andlisis de varianza de dos
vias demostrd que dos factores condicionaron el contenido relativo en Cyp.2n6, O sea, el
tratamiento dietético y la interaccidon entre tratamiento dietético y tiempo. El tiempo

como factor aislado no condiciond significativamente.
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Figura 58 — Contenido relativo en Cjy,,6 en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minuasculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,778; TDxT: 0,040.
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4.3.18 Contenido relativo en Cjj.3p-6.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cyp.35.6 entre el grupo G en comparacion con
todos los demds (V; VQ y GQ). A los 24 meses se observo diferencia significativa
entre el grupo V en comparacion con G y GQ, y entre el grupo VQ cunado comparado
con los grupos G y GQ. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como
punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los
24 meses en los grupos G y GQ. El analisis de varianza de dos vias demostr6 que dos
factores condicionaron el contenido relativo en Cyg.3n6, 0 sea, el tiempo, el tratamiento

dietético. La interaccion entre tratamiento dietético y tiempo no condiciono.
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Figura 59 - Contenido relativo en C,3,6 en ratas alimentadas con dietas

isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQq¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQqo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,006; T: 0,016; TDxT: 0,435.
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4.3.19 Contenido relativo en Cjp4¢ (eicosatetraenoico o acido

araquidodnico).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cyg.4n¢ entre los grupos V; G y GQ entre si,
ademas de diferencia entre los grupos VQ; G y GQ entre si. A los 24 meses se observo
diferencia significativa entre los grupos V; VQ y G entre si, ademds de diferencia entre
los grupos V; VQ y GQ entre si. Cuando comparamos este parametro tomando en
tiempo como punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si
comparados a los 24 meses en los grupos VQ y GQ. El andlisis de varianza de dos vias
demostrd que todos los factores condicionaron el contenido relativo en Cpg.4n.6, O S€a, €l
tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 60 — Contenido relativo en Cj.4, ¢ (eicosatetraenoico o acido araquidénico) en
ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o
de girasol), enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ;o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQjo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras mintsculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utilizé el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.20 Contenido relativo en Cj.s5,.3 (eicosapentaenico o EPA).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cy.5,.3 entre el grupo V en comparacion con
todos los demas (VQ; GQ y GQ), ademés de diferencia entre V y en comparacion con
los grupos G y GQ y entre VQ en comparacion con Gy GQ. A los 24 meses se observo
diferencias significativas entre V en comparacion con los grupos G y GQ y entre el
grupo VQ en comparacion con G y GQ. Cuando comparamos este parametro tomando
en tiempo como punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si
comparados a los 24 meses en el grupo V. El andlisis de varianza de dos vias demostro
que s6lo un factor condiciono6 el contenido relativo en Cyg:5n.3, 0 sea, el tratamiento
dietético. El tiempo y la interacciébn entre tratamiento dietético y tiempo no

condicionaron significativamente.
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Figura 61 — Contenido relativo en C,.s,; (eicosapentaenico o EPA) en ratas
alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de
girasol), enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ,; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utilizé el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,352; TDxT: 0,131.
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4.3.21 Contenido relativo en Cj;.¢n-3 (docosahexaenoico o DHA).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cx.6n3 entre el grupo V; G y GQ entre si;
ademads de diferencia entre los grupos VG; G y GQ entre si. A los 24 meses se observo
diferencias significativas entre V en comparacion con los grupos G y GQ y entre el
grupo VQ en comparacion con G y GQ. Cuando comparamos este parametro tomando
en tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si
comparados a los 24 meses en los grupos G y GQ. El analisis de varianza de dos vias
demostré que sélo un factor condiciond el contenido relativo en Ci6n3, 0 sea, el
tratamiento dietético. El tiempo y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo no

condicionaron significativamente.
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Figura 62 — Contenido relativo en Cj.,3 (docosahexaenoico o DHA) en ratas
alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de
girasol), enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ,; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utilizé el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,364; TDxT: 0,315.
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4.3.22 Contenido relativo en Cj;.1p.9.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cyy:15.9 entre el grupo V en comparacion con
los grupos G y GQ y entre el grupo VQ en comparacion con G y GQ. A los 24 meses no
se observo diferencias significativas entre ningin grupo. Cuando comparamos este
parametro tomando en tiempo como punto de analisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en todos los grupos (V; VQ; G
y GQ). El andlisis de varianza de dos vias demostr6 que solo un factor condiciond el
contenido relativo en Cx.1n.9, 0 sea, el tratamiento dietético. El tiempo y la interaccion

entre tratamiento dietético y tiempo no condicionaron significativamente.
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Figura 63 — Contenido relativo en C.;,o en ratas alimentadas con dietas

isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,198; T: 0,000; TDxT: 0,198.
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4.3.23 Contenido relativo en Cj4.1n.9.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto al contenido relativo en Cos.1n9 entre el grupo V; G y GQ entre si;
ademas de diferencia entre los grupos VQ; G y GQ entre si V en comparacion con todos
los demés (VQ; GQ y GQ), ademas de diferencia entre VQ y en comparacion con V' y
GQ. Entre G en comparacion con V y GQ también hay diferencia. Entre VQ y G no hay
diferencia y entre VQ y GQ tampoco. A los 24 meses se observo diferencia significativa
en los grupos V; VQ y GQ entre si y entre el grupo V y G. Cuando comparamos este
parametro tomando en tiempo como punto de analisis, observamos diferencia
significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en el grupo GQ. El analisis de
varianza de dos vias demostré6 que todos los factores condicionaron el contenido
relativo en Cis.1n9, 0 sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre
tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 64 — Contenido relativo en C,4.1,.9 en ratas alimentadas con dietas
isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no
con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media = EEM de
cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos
significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQq¢; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas
CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras
minusculas, maytsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del
tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,004; T: 0,003; TDxT: 0,000.
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4.3.24 Suma de acidos grasos saturados totales (SFA).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la suma de 4cidos grasos saturados totales entre los grupo V; GQ y
G entre si, ademas de diferencia entre VQ y GQ. A los 24 meses se observd diferencia
significativa entre los grupos V y GQ. Cuando comparamos este pardmetro tomando en
tiempo como punto de andlisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si
comparados a los 24 meses en los grupos G y GQ. El analisis de varianza de dos vias
demostr6é que dos factores condicionaron la suma de 4cidos grasos saturados totales, o
sea, el tiempo, el tratamiento dietético. La interaccion entre tratamiento dietético y

tiempo no condiciond significativamente
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Figura 65 — Suma de acidos grasos saturados totales (SFA) en ratas alimentadas con
dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media = EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQjo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintisculas, mayutsculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
mintsculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,138.
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4.3.25 Suma de acidos grasos monoinsaturados totales (AGM).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la suma de 4cidos grasos monoinsaturados totales entre el grupo V
en comparacion con los grupos G y GQ y entre el grupo VQ en comparacion con G y
GQ. A los 24 meses se observo diferencia significativa entre todos los grupos entre si
(V; VQ; G y GQ). Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto
de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24
meses en el grupo VQ. El andlisis de varianza de dos vias demostré que todos los
factores condicionaron la suma de &cidos grasos monoinsaturados totales, o sea, el

tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 66 — Suma de acidos grasos monoinsaturados totales (AGM) en sangre
periférica de ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa
(aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses.
Los resultados representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales
cada uno. Las abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ =
grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ,o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ =
grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQy,. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05)
son indicados en el grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas
entre los grupos dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un
asterisco (*). La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses
se representa graficamente por las letras mintsculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia
estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente
por las letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utilizé el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.326 Suma de acidos grasos poliinsaturados totales (AGP).

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la suma de acidos grasos poliinsaturados totales entre el grupo V en
comparacion con los grupos G y GQ, ademas de diferencia entre VQ y en comparacion
con Gy GQ. A los 24 meses se observo diferencia significativa entre todos los grupos
entre si. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de
analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses
en los grupos VQ y GQ. El andlisis de varianza de dos vias demostré que todos los
factores condicionaron la suma de acidos grasos poliinsaturados totales, o sea, el

tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 67 — Suma de acidos grasos poliinsaturados totales (AGP) en ratas alimentadas
con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media = EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQjo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras mayusculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.27 Suma de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la suma de 4cidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 entre el
grupo V en comparacion con los grupos G y GQ, ademas de diferencia entre VQ y en
comparacion con G y GQ. A los 24 meses se observd diferencia significativa entre
todos los grupos entre si. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como
punto de analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los
24 meses en todos los grupos (V; VQ; G y GQ). El andlisis de varianza de dos vias
demostré que todos los factores condicionaron la suma de acidos grasos poliinsaturados
de la serie n-6, o sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccién entre

tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 68 — Suma de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 en ratas alimentadas
con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol),
enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados representan la
media £ EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de
los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQjo; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de
girasol mas CoQ. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por
letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes
del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras
minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el
tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de
acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay diferencia significativa. Letras
coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes determinan diferencia estadistica
(P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la
variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con
el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.28 Suma de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la suma de 4cidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 entre los
grupos V; G y GQ entre si y entre los grupos VQ; G y GQ. A los 24 meses se observo
diferencia significativa entre los grupo G; V y VQ entre si y entre los grupos GQ; V y
VQ entre si. Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de
analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses
en los grupos VQ; GQ y G. El andlisis de varianza de dos vias demostrd que todos los
factores condicionaron la suma de 4cidos grasos poliinsaturados de la serie n-3, o sea, el

tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 69 — Suma de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 en sangre periférica
de ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva
o de girasol), enriquecidas o no con CoQy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ;o; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQyo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras mintsculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utilizé el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,044; TDxT: 0,005.
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4.3.29 Relacion entre los acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 y

los acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la relacion entre los 4cidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 y
de la serie n-3 entre el grupo V en comparacion con los grupos G y GQ, ademas de
diferencia entre VQ y en comparaciéon con G y GQ. A los 24 meses se observo
diferencia significativa entre todos los grupos entre si (V; VQ; G y GQ). Cuando
comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos
diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los grupos G y
GQ. El anélisis de varianza de dos vias demostré que todos los factores condicionaron
la relacion entre los acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 y de la serie n-3, o sea,

el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.
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Figura 70 — Relacién de los acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 y de la serie n-
3 en sangre periférica de ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de
grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas o no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24
meses. Los resultados representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8§
animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol;
GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ,y; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ =
grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQy,. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05)
son indicados en el grafico por letras mintsculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas
entre los grupos dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un
asterisco (*). La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses
se representa graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia
estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente
por las letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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4.3.30 Relacion entre el contenido relativo de acidos monoinsaturados y

poliinsaturados (AGM/AGP)

Comparando los grupos a los 6 meses observamos diferencia estadistica
cuanto a la relacion entre el contenido relativo de acidos monoinsaturados y
poliinsaturados entre el grupo V en comparacion con los grupos G y GQ, ademas de
diferencia entre VQ y en comparaciéon con G y GQ. A los 24 meses se observo
diferencia significativa entre todos los grupos entre si (V; VQ; G y GQ). Cuando
comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de andlisis, observamos
diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses en los grupos VQ y
GQ. El anélisis de varianza de dos vias demostré que todos los factores condicionaron
la relacion entre el contenido relativo de dcidos monoinsaturados y poliinsaturados, o
sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y
tiempo.

Acidos grasos monoinsaturados:poliinsaturados totales en plasma

251 m O.virgen @ O.virgen+Q 0O Girasol @ Girasol+Q
b
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6 24
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Figura 71 — Relacién entre el contenido relativo de acidos monoinsaturados y
poliinsaturados (AGM/AGP) en ratas alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su
fuente de grasa (aceite de oliva o de girasol), enriquecidas 0 no con CoQy, y sacrificio efectuado a
los 6 y 24 meses. Los resultados representan la media =+ EEM de cada grupo. Los mismos estaban
formados por 8 animales cada uno. Las abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con
aceite de girasol; GQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ;y; V = grupo alimentado con
aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con aceite de girasol mas CoQ,o. Las diferencias estadisticas
entre los grupos (P<0,05) son indicados en el grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos.
Las diferencia estadisticas entre los grupos dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se
representa con un asterisco (*). La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento
dietético a los 6 meses se representa graficamente por las letras mintsculas (a,b,c) de acuerdo con su
necesidad. La diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se
representa graficamente por las letras maytsculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay
letras significa que no hay diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia
y letras diferentes determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias
utilizado para estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del
tiempo; y de la interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT:
0,000.
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4.3.31 Relacion entre el contenido relativo de acido oleico y linoleico.

Comparando solamente los grupos a los 6 meses observamos diferencia
estadistica cuanto a la relacion entre el contenido relativo de 4cido oleico y linoleico
entre el grupo V; VQ y G entre si, ademds de diferencia entre V; VQ y GQ entre si. A
los 24 meses se observo diferencia significativa entre todos los grupos entre si (V; VQ;
G y GQ). Cuando comparamos este parametro tomando en tiempo como punto de
analisis, observamos diferencia significativa a los 6 meses si comparados a los 24 meses
en los grupos VQ y GQ. El andlisis de varianza de dos vias demostré que todos los
factores condicionaron la relacion entre el contenido relativo de acido oleico y linoleico,
o sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccidon entre tratamiento dietético y

tiempo.

Relacion acido oleico:acido linoleico en plasma
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Figura 72 — Relacion entre el contenido relativo de acido oleico y linoleico en ratas
alimentadas con dietas isoenergéticas, diferenciadas por su fuente de grasa (aceite de oliva o de
girasol), enriquecidas 0 no con CoQyy, y sacrificio efectuado a los 6 y 24 meses. Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo. Los mismos estaban formados por 8 animales cada uno. Las
abreviaturas de los grupos significan G = grupo alimentado con aceite de girasol; GQ = grupo alimentado
con aceite de girasol mas CoQ,; V = grupo alimentado con aceite de oliva; VQ = grupo alimentado con
aceite de girasol mas CoQjo. Las diferencias estadisticas entre los grupos (P<0,05) son indicados en el
grafico por letras mintisculas, mayusculas y por asteriscos. Las diferencia estadisticas entre los grupos
dependientes del tiempo, condicionados por la misma dieta, se representa con un asterisco (*). La
diferencia estadistica condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 6 meses se representa
graficamente por las letras minusculas (a,b,c) de acuerdo con su necesidad. La diferencia estadistica
condicionada solamente por el tratamiento dietético a los 12 meses se representa graficamente por las
letras mayusculas (A,B,C) de acuerdo con su necesidad. Cuando no hay letras significa que no hay
diferencia significativa. Letras coincidentes representan ausencia de diferencia y letras diferentes
determinan diferencia estadistica (P<0,05). Se utiliz6 el analisis de varianza de dos vias utilizado para
estudiar el efecto (P<0,05) sobre la variable estudiada del tratamiento dietético (TD); del tiempo; y de la
interaccion entre ambos (TDxT) con el siguiente resultado TD: 0,000; T: 0,000; TDxT: 0,000.
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Capitulo 5- DISCUSION
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5.1 Introduccion

El envejecimiento es un fenomeno natural observado entre todos los seres
vivos multicelulares, y se define como en biologia, conjunto de modificaciones
inevitables e irreversibles que se producen en un organismo con el paso del tiempo, y
que finalmente conducen a la muerte. Tales cambios varian considerablemente, en el
tiempo y gravedad de los acontecimientos, segun las distintas especies, y de un
organismo a otro. En el hombre, estas modificaciones comprenden la reduccion de la
flexibilidad de los tejidos, la pérdida de algunas células nerviosas, el endurecimiento de
los vasos sanguineos, y la disminuciéon general del tono corporal. Los bidlogos
interesados por el envejecimiento investigan dichos cambios o centran su atenciéon en
los déficit e incapacidades corporales que se acumulan con la edad, si bien, éstos
parecen ser un resultado més directo de las enfermedades, el estrés, o factores
ambientales.

Aunque la investigacion sobre el envejecimiento bioldgico no estd basada en
ninguna teoria aceptada universalmente, los estudios genéticos, celulares y fisiologicos
han suscitado varias hipotesis. Uno de los conceptos genéticos mas importantes, la
llamada teoria del error, supone que las alteraciones propias de la edad se deben a la
acumulacién de errores genéticos aleatorios, o a pequefios errores en la transmision de
informacion genética. Estos dafios o errores reducen o impiden el funcionamiento
adecuado de las células. La disminucion de las funciones corporales, con inevitable
muerte celular por imposibilidad de reaccionar ante al dafio oxidativo provocado por el
estrés oxidativo también es factor importante en el envejecimiento (SOHAL y cols.,
2002).

La teoria del estrés oxidativo, que es una de las mas aceptadas, se basa en los
dafios en que molécula u organismo puede sufrir causados por especies reactivas del
oxigeno. Tales especies, como los radicales libres y peroxidos, representan una clase de
moléculas que son derivadas del metabolismo del oxigeno. Especies reactivas del
oxigeno pueden ser generadas a partir de fuentes enddgenas, como la generacion en la
mitocondria, por fosforilacion oxidativa o a partir de fuentes exdgenas, como las
infecciones virales, bacterioldgicas o fungicas (KELLER vy cols., 2000).

Otro factor importante estd en el hecho de que las mitocondrias sean la

fuente mas importarte de generadores de las especies reactivas del oxigeno, también
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llamados radicales libres. Tales lesiones son muchas veces cumulativas en el organismo
lo que contribuye de forma masiva en envejecimiento (SASTRE y cols., 2003)

Como mencionado con anterioridad, la utilizacion del oxigeno en los
procesos de respiracion celular estd en la orden de 96 a 99%. “En distintos niveles de la
cadena (...) el oxigeno toma un electron por molécula (... reduciéndose a anion
superoxido (O,-), o dos electrones convirtiéndose en peroxido de hidrogeno (H>O). La
cadena respiratoria, constituye por lo tanto la mayor fuente de estas especies reactivas
de oxigeno (...)” (ALVAREZ y cols., 2000). Del 1 al 4%, no utilizado, por tanto, por la
citocromo oxidasa, se destina a la produccion de H,O, y O»-.

Cuando ocurre el aumento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno, produccién esa que puede ser acrecida por la presencia de anoxia, que
promueve la reaccion catalitica con metales, y reperfusion sanguinea; las mitocondrias
se transforman en el mayor objetivo de destruccién. Ocurre una cadena de eventos que
envuelve la peroxidacion de lipidos, oxidacion proteica y dafio al DNA con debilidad en
la actividad enzimatica y finalizacion de la actividad mitocondrial (LENAZ y cols.,
1999).

En los estudios celulares, una de las teorias del envejecimiento esta basada
en el llamado efecto Hayflick, que recibi6 el nombre del microbidlogo americano
Leonard Hayflick. Este observé en un cultivo celular, que ciertas células humanas
experimentaban so6lo un niimero limitado de divisiones celulares antes de morir. Este
hallazgo sugiere que el envejecimiento esta programado en el interior de la células, y
podria explicar las diferencias que existen en la duracion de la vida de las distintas
especies animales, asi como la longevidad desigual de los distintos sexos en las mismas
especies. Por ejemplo, en la especie humana, las mujeres habitualmente viven una
media de ocho afios mas que los varones.

La fuente de grasa en la dieta también juega un papel importante en el
proceso de envejecimiento, una vez que altera los factores bioquimicos de las
membranas mitocondriales (MATAIX y cols., 1998). La adaptabilidad de la membrana
lipidica, debido al aporte de lipidos distintos en la dieta, que alteran su composicion,
esta claramente demostrada en varios estudios. El transporte electronico también se
modifica segin la composicion de estos lipidos (QUILES y cols., 2001).

El fendmeno de la lipoperoxidacién ocurre debido a la conformacion
bioquimica de las moléculas grasas que “poseen tres o mas uniones carbono-carbono

con doble ligadura, que les confiere una zona de enlace labil que permite que una



Eduardo de de Araujo Nepomuceno 189

molécula activa como el OH les sustraiga un atomo de H” (LLESUY,1999).

La mayoria de los estudios sobre envejecimiento, considerando el efecto de
la fuente grasa y las enfermedades asociadas se basan en el efecto de la restriccion
caldrica y suplementacion con antioxidantes (FINKEL, 2000).

El proceso del envejecimiento humano debe ser considerado también en el
contexto de sociedades complejas sujetas a grandes variaciones. La forma en la que la
poblacion envejece no esta totalmente determinada por la biologia, también esta influida
por las circunstancias sociales y el ambiente individual. En consecuencia, el
envejecimiento se contempla cada vez mads como un proceso que incluye aspectos
culturales y psicosociales. Ademas, en lugar de limitarse exclusivamente a la etapa de la
vejez, su estudio se estd extendiendo a todo el periodo vital.

Ya que el proceso del envejecimiento no es inalterable, los estudiosos del
comportamiento estan buscando formas que puedan modificarlo. Por ejemplo, se han
encontrado ciertas técnicas de ayuda para evitar la pérdida de memoria a corto plazo que
experimentan algunos ancianos. Se ha establecido un sistema de ayuda en el hogar
como medida para favorecer la vida independiente de los pacientes, consiguiendo en
ellos niveles de actividad superiores, incluso en algunos casos que se consideraban
irrecuperables. También se ha comprobado que los problemas nutricionales derivados
de la disminucion de los sentidos del gusto y el olfato, son facilmente resueltos con
simples cambios en la condimentacion de los alimentos; ademds, estan siendo
perfeccionados los medios técnicos que permitan aliviar los problemas visuales y
auditivos de la vejez.

El objetivo del presente estudio es determinar la susceptibilidad de las
mitocondrias de corazon a las alteraciones oxidativas asociadas al envejecimiento a
partir de la administraciéon de una dieta isocaldricas, conteniendo fuentes de grasa
diferentes. Las dos fuentes lipidicas en cuestion son: aceite de oliva virgen, que presenta
fundamentalmente en su constitucion acido oleico, monoinsaturado, menos propenso al
efecto oxidativo dafiino. La segunda fuente es el aceite de girasol, compuesto
basicamente por acido linoleico poliinsaturado. Observaremos paralelamente, la
formacion de radicales libres, dafios oxidativos, la efectividad de la cadena de
transporte electronica y el efecto protector contra el dafio oxidativo por la
administracion de coenzima Qjo. Estudiar el efecto sobre las membranas fosfolipidicas
de la administracion de dietas de fuentes grasas distinta, a parte de elucidar la accion de

la coenzima Q)¢ y la posible incrementacion de su efecto endogeno. Basicamente esta
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estudio pueden ayudar a elucidar como la ingerencia dietética modula el proceso de

envejecimiento debido al estrés oxidativo y su relacion con la mitocondria.

5.1 Adaptacion de los animales al modelo experimental.

Generalmente la vida media de una rata Wistar varia de 21 a 28 meses,
segun la dieta, sexo (HUBERT vy cols., 2000) y efectivamente, segun las substancias,
sean en forma de dieta, o quimicas, que son incorporadas y administradas en los
innumeros experimentos a los que son sometidas.

En media, 50% de las ratas llegan a los 2 afios de edad. Con el paso de los
afos la longevidad de las ratas en la mayoria de los experimentos se vio disminuida
probablemente por el aumento del aporte caldrico en los varios experimentos
(KEENAN vy cols., 1998), lo que provoca un aumento de la obesidad (RAO y cols.,
1990) y consecuente surgimiento de enfermedades relacionadas.

En los experimentos que utilizan las ratas Wistar como cobayas, tenemos en
cuenta las proporciones que involucran la madurez sexual, periodo apto a la
reproduccion, la senescencia y muerte de las ratas, pudiendo hacer un paralelo
comparativamente a los seres humanos sobre sus edades, de forma que a los 6 meses se
tratan de ejemplares adultos jovenes, entre los 12 y 18 son adultos de media edad
(PUGH y cols., 1999) y a partir de los 24 meses empieza la fase de vejez (VOLLMAR
y cols., 2002) de forma que se debe considerar que a partir de esta edad la incidencia de
muerte es alta lo que hace dificil validar ciertos estudios que predicen la supervivencia
(KOWALD, 2002). En nuestros estudio realizamos evaluacion de los efectos del
envejecimiento sobre el tejido cardiaco a los 6 y 24 meses, de forma que sélo
consideramos la etapa adulta joven y la vejez.

El aumento del peso corporal que observamos entre los 6 y 24 meses, reflejo
una diferencia estadistica, explicada basicamente por la influencia del tiempo y
disminucién del metabolismo por la edad. La dieta y su diferente fuente grasa no
influenciaron tal aumento de forma estadistica, por mas que en todas las especies la
metabolizacion de la glucosa, de las proteinas y de las grasas juega un papel importante
en el aumento del peso corporal que el avanzo de la edad. En el caso del corazon el

aumento con el paso del tiempo también se hizo presente donde las ratas pero los
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ejemplares que no recibieron el antioxidante presentaran un incremento en el peso de
organo menos proeminente. Si correlacionamos el aumento de peso corporal y del
corazon, tal aumento era esperado.

Se atribuye como causas del aumento de la masa corporal por una mayor
dependencia tisular de insulina, con produccion de respuestas insulinicas menos
significantes. La insulina actia en le metabolismo de varias maneras. Hace con que la
glucosa sea almacenada con la finalidad de que el organismo utilice la glucosa como
fuente primogénita de produccion de energia, en detrimento de la utilizacién de acidos
grasos. Aumenta, de esa forma, la presencia y formacion de glucogenio v,
consecuentemente de las reservas de glucosa. Durante la sintesis de proteinas actia en el
transporte de aminoacidos para el interior de la célula, ejerciendo efecto directo sobre
los ribosomas, aumentando la traduccién del ARN mensajero, formando asi nuevas
proteinas. Su importancia también es observada en asociacion con la hormona del
crecimiento, por el hecho de que también es necesario la produccion de proteinas
(ARDUINO, 1962).

Existe un menor requerimiento energético, que es suprimido por la
utilizacion de los lipidos, ademds de que observamos una menor liberacion de AGL y
glicerol por la disminucion metabdlica y el sedentarismo, a una concentracion dada de
adrenalina (...) que produciria mayores acumulos de grasa en tejido adiposo y, por
tanto, mayores ganancias de peso a largo plazo (QUILES, 1995).

Lo que dice respecto al peso del corazon que hacer consideraciones distintas.
Para corazdn tal observacion no parece concisa se tomamos en cuenta el hecho de que el
corazon no almacena substancias necesarias a la produccion energética, sin embargo se
considera que la degeneracion del sistema circulatorio con el paso del tiempo puede
haber influenciado tal aumento. Por mds que no se hicieron pruebas en ese sentido,
podian padecer de insufiencia cardiaca, aterosclerosis, etc. Dentro de los experimentos
realizados donde la fuente de grasa en la dieta es objeto de estudio, hay un consenso
general de que las dietas ricas en 4cidos grasos saturados son menos benéficas a la
salud. Se ha demostrado que estan directamente asociadas al surgimiento de estados
patologicos, como la aterosclerosis, debido a alteraciones en el metabolismo lipidico

(NAVARRO y cols., 1992).
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5.2 Adaptacion de las membranas mitocondriales cardiacas al perfil lipidico de la

dieta.

La proteccion proporcionada por el aceite de oliva a nivel de
membranas mitocondriales y microsomas contra el dafio oxidativo es considerablemente
mayor si lo comparamos con el aceite de oliva (QUILES y cols., 1999; OCHOA vy cols.,
2001). Varios estudios demostraron que el aceite de oliva estimula a la formacion de
membranas donde prospera la presencia de acidos grasos poliinsaturados de la familia
n-3 si comparamos con dietas ricas en aceite de de girasol como fuente de grasa
(GIRON y cols., 1992; NAVARRO y cols., 1994; ESCUDERO Yy cols., 1998). Nuestro
estudio en particular evalta la accion de los aceites de oliva virgen y girasol sobre el
envejecimiento del corazon, contrastando los valores a los 6 meses y a los 24 meses de
inicio de experimento. Tal afirmacion explica la importancia de la determinacién del
perfil lipidico de la dieta y su influencia en la adaptabilidad de las membranas
mitocondriales cardiacas. La diferencia de constitucion grasa entre las dos dietas usadas
esta elucidada en la tabla X. El aceite oliva virgen, presenta fundamentalmente en su
constitucion acido oleico, monoinsaturado, menos propenso al efecto oxidativo dafiino.
El aceite de girasol estd compuesto basicamente por acido linoleico poliinsaturado.

La diferencia claramente visible entre el indice oleico/linoleico a favor
del aceite de oliva es previsible por la mayor cantidad de acido oleico en ese aceite. La
adaptabilidad de las membranas queda justificada (QUILES y cols., 2001). Por lo tanto,
la observacion de que todos los grupos alimentados con aceite de oliva presenten un
nivel de oleico/linoleico mas alto, sea cual sea la etapa de vida, demuestra un efecto
adaptativo esperado para las membranas mitocondriales de corazon.

La proporcion de acidos grasos monoinsaturados es mayor en los
grupos alimentados con aceite de oliva y como era de esperar, los animales alimentados
con dieta cuya fuente de grasa es el aceite de girasol presentan en sus membranas
mitocondriales mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados. Tales observaciones
nos dicen, como conclusiones preliminares, que la adaptabilidad de las membranas,
segin el aporte graso, se mantiene a lo largo de la vida del animal desde que se

mantenga constante el tipo de grasa administrada.
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5.3 Adaptacion a la suplementacion dietética con CoQ;o de las membranas

mitocondriales cardiacas.

Ademas de las diferentes fuentes grasa aplicadas en el experimento, la
suplementacion con CoQj es otro factor importante a tener en consideracion. Varios
estudios que utilizaron tal suplementaciéon con fin de evaluar el comportamiento
corporal y su adaptacion (MARASCO y cols., 1999; YOKOYAMA vy cols., 1996;
MATSUMOTO vy cols., 1984; LITTARRU y cols., 1990; HUERTAS y cols., 1991;
LENAZ y cols.,, 1989). Las variantes en los resultados encontrados fueron muy
significativas. Los niveles dependen del material bioldgico analizado (mitocondrias o
material tisular); tipo de 6rgano (corazon, higado, cerebro, etc.); la edad de las ratas; la
cantidad de antioxidante administrado; del tiempo de administracion y de la
metodologia utilizada para identificar posibles adaptaciones.

En nuestro estudio en particular observamos cantidades plasmaticas muy
superiores a las encontradas en mitocondrias de corazon. Eso encaja con lo encontrado
en otros estudios, una vez que el plasma se trata de un compartimiento donde es factible
encontrar niveles superiores si se comparan con tejidos como el corazén que no
presentan gran capacidad de regeneracion. “Kwong y cols han descrito (...) una buena
adaptacion a la suplementacion oral de las membranas mitocondriales (...) tanto en
CoQy cuanto en CoQy (...). Mantuvieron una suplementacion durante 13 semanas en
animales a partir de 14 meses de edad (..)” (IBANEZ, 2003). Se tratan de
concentraciones 50 veces superiores a la que utilizamos nosotros en nuestro
experimento.

Lo interesante de la produccion de CoQ;p es que su fluidez por los
compartimentos corporales esta vinculada a la capacidad del mismo en reutilizarla en
los tejidos, lo que indica un alto control de sus niveles tisulares y una alta eficiencia de
las vias metabolicas ara maniobrar este compuesto. Su relevancia sera especificada mas
adelante. La adaptabilidad al modelo experimental parece ser procedente, lo que

permitira las afirmaciones que seran hechas mas adelante a partir de los analisis hechos.
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5.3 Composicion plasmatica y de las membranas mitocondriales

5.3.1 Acidos grasos

La disminucién del grado de saturacion condiciona el envejecimiento de los
fosfolipidos de membrana (INRE y cols., 2000). Con el paso del tiempo se observa una
reduccion de la fluidez de membrana de las células, debido a la alteracion de su
composicion lipidica. Se observa una clara disminuciéon de los &cidos graso
poliinsaturados; y un aumento del colesterol y de acidos grasos saturados (CHEN,
1994). Se observa, en el caso de ratas ancianas, una reduccion en un 28% en la
concentracion de cardiolipina, localizada en la membrana mitocondrial interna
(PARADIES y cols., 1990). Este cambio en la composicion altera la actividad de varias
enzimas como la chito romo c¢ reductazo, chito romo c oxidasa y ATP sintestasa
(BARZANTI y cols., 1994).

La tendencia a que se formen membranas celulares mas saturadas con el
envejecimiento es patente en varios estudios, menos ricas en dacidos grasos
poliinsaturados (YEHUDA vy cols., 2002). Con la edad se observa un aumento de los
acidos grasos libres y del colesterol libre, exactamente de la misma forma como cuando
hay una deficiencia de acidos grasos esenciales (TERAO y cols.,1991). A parte de la
disminuciéon de la capacidad de las membranas bioldgicas en captar AGP, la
disminucién de la actividad de la desnaturasas también es un factor condicionado por el
envejecimiento (OCHOA vy cols., 2003). Con eso podemos afirmar que la fuente de
grasa utilizada altera el comportamiento y composicion de las membranas celulares de
forma que nuestro estudio observo los consecutivos resultados que seran elucidados en

los topicos siguientes.

5.3.1.1 Fraccion de acidos grasos saturados (AGS)

Se puede afirmar que cuando mayor es el grado de saturacion de un acido
graso mayor es la energia que se obtiene derivada de su oxidacion. Partiendo de este

raciocinio observamos que el organismo almacena entre sus triglicéridos una cantidad
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superior de acidos grasos saturados. El almacenamiento de ejemplares insaturados se
hace necesaria debido a la importancia de rebajar el punto de fusion de los triglicéridos
dada la temperatura corporal, que tiene que ser suficiente para que estén en su estado
liquido (STRYER, 1995).

Efecto del envejecimiento: La constancia de la fraccion lipidica de acidos
grasos saturados en las membranas de los diferentes tejidos bioldgicos es una
observacion comun en varios estudios (AYRE y cols., 1996; SUAREZ y cols., 1996).
Segun Gibson, la alteracion de la composicion en las membranas sometidas a fuentes
distintas de acidos grasos se debe basicamente a la posicion 1 de los fosfolipidos que
presenta una propension a ser esterificada con acidos grasos saturados, posicion esta que
sufre una baja tasa de hidrdlisis. En nuestro estudio en particular observamos que la
variacion apreciada en los niveles de 4cidos grasos saturados en mitocondria de corazén
fue mas apreciada en los grupos que recibieron Coenzima Q, por mas que se observe
también un incremento menos pronunciado en los grupos que no la recibieron. En otros
estudios se vio el mismo comportamiento, por mas que se trataran de diferentes dérganos
en analisis, como el caso del cerebro (CHEN y YU, 1994) e higado (IBANEZ, 2003),
siendo el ultimo un experimento de nuestro grupo de investigacion. En esos estudios se
defiende que la alteracion de dichos niveles de AGS, de acuerdo con la evolucion de la
edad se debe probablemente a la capacidad adaptativa de cada d6rgano involucrado, a
parte de la dieta recibida, de forma a encontrar los mejores niveles para su mejor
funcionamiento (FELLER vy cols., 2002). Con en aumento de la edad, por lo tanto, hubo
un incremente en los niveles mitocondriales. Pudimos observar que los niveles
plasmaticos sufrieron aumentos similares con el paso del tempo. Esos datos reflejan que
con la edad existe una tendencia a que los niveles de AGS aumenten, por mas que haya
sido reflejado de forma discreta en nuestro estudio.

Efecto de la dieta: Con relacion a la dieta, observamos que en el caso de
corazoén los niveles de AGS, para mitocondria fueron mas altos para los grupos que
recibieron aceite de oliva como fuente de grasa y ligeramente inferiores en los grupos
que recibieron aceito de girasol. En el compartimiento plasmatico, sin embargo se
observo lo contrario, lo que es normal una vez que los niveles plasmaticos son
condicionados por la necesidad de otros compartimentos. Sin embargo esa observacion
que el aumento de que los niveles son mas altos en los grupos que recibieron aceite de
oliva como fuente de grasa plantea una duda sobre la funcién de la coenzima Q aliada a

tal fuente grasa sobre la saturada de grasa. Tal hecho se puede deber a algin mecanismo
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de compensacion celular frente al estrés oxidativo generado por el envejecimiento
(IBANEZ, 2003). Considerando tal mecanismo compensatorio, la adiciéon o no de CoQ
afectaria de forma distinta a las mitocondrias. Sin embargo, los afectos antioxidativos
de dicha molécula observados en ese estudio seran elucidados mas adelante. Existe por
lo tanto una correlacion positiva entre la utilizacion de CoQ, el envejecimiento y la
fuente de grasa usada, sea girasol u oliva, que sufren incrementos en sus niveles.

Paralelamente se correlaciona el incremento en los niveles de AGS con el
aumento proporcional de acido miristico (Ci4), que se trata del &cido que presenta
mayores concentraciones en las membranas mitocondriales (MARTIN, 2002); ademas
del aumento de las concentraciones del acido palmitico (Cjs,9) en todos los grupos,
sobretodo en los grupos alimentados con aceite de oliva virgen. Sin embargo, los
niveles de acido estearico (Cjs.) se vieron disminuidos con el paso del tiempo en todos
los grupos. El aumento mds pronunciado del acido miristico, y sobretodo del acido
palmitico en los grupos que recibieron como fuente grasa el aceite de oliva, y mas aun
en el grupo que recibid CoQ explican el aumento mitocondrial mas efusivo de AGS con
el paso del tiempo en eso grupos.

De esa forma observamos que Ciso ,Ciso ¥ Ciso, juntamente con el
envejecimiento y la definicion de edad-dependencia de las membranas celulares que con
el paso del tiempo tienen menos capacidad de incorporar acidos grasos poliinsaturados
por disminucidn de las desaturasas (YEHUDA y cols., 2002) explicarian los resultados

encontrados para AGS en mitocondrias de corazén.

5.3.1.2 Fraccion de acidos grasos monoinsaturados (AGM)

Estudios anteriores, como el del Dr. Quiles y colaboradores, demostraron
que el porcentual de 4cidos grasos monoinsaturados es mds proeminente en
mitocondrias ratas cuya dieta presenta como fuente de grasa el aceite de oliva, en
detrimento a dietas cuya fuente de grasa es el aceite de girasol, que presentan niveles
inferiores. En otros modelos experimentales tales observaciones son confirmadas por
varios autores (GIRON y cols., 1992; SEIQUER y cols., 1996). Lo que le confiere al
aceite de oliva esa capacidad es su alto contenido de acido oleico y bajo contenido de

acido linoleico, ademas de la capacidad de ese aceite de estimular la accion de las A’
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desaturasas (NAVARRO y cols., 1994; IBANEZ, 2003). El 4cido palmitico, presente en
cantidades relativamente importantes en esa fuente de grasa también contribuye para la
estimulacién de las funciones de dichas desaturasas. La variabilidad del contenido
celular de 4cidos grasos esta determinada por innumeros factores tales como la edad, el
estado fisiologico, el tipo celular, la actividad metabolica, la capacidad antioxidante y la
dieta.

La composicion de la fuente de grasa utilizada induce modificaciones en los
niveles celulares de acidos grasos, pero depende de factores como la base genética, los
sistemas de regulacion metabodlica, de su adaptacion al medio (QUILLES vy cols., 1994)
y del tipo de tejido en cuestion, una vez que no se ha determinado con claridad que
todos los tejidos responden de forma igual a la actividad de la grasa utilizada
(SORINGER Yy cols., 2000).

Tomando en envejecimiento como parametro observamos que dentro de la
comunidad cientifica hay varios estudios que afirman que la actividad de los AGM
implica en la proteccion contra la disminucion de la actividad cognitiva asociada a la
edad y con el declive de la probabilidad de sufrir un trastorno senil (YEHUDA y cols.,
2002).

Efecto del envejecimiento: el incremento de los niveles de acidos grasos
monoinsaturados, sobretodo de acido oleico, proporcionalmente al aumento de la edad,
ha sido descrito por varios autores (LOPEZ y cols., 1995). Sin embargo, otros autores
como el Dr. Quiles, afirman por sus estudios que tal aumento estd directamente
vinculado a la fuente grasa administrada en el experimento y al tejido objeto de estudio.
La proporcion observada de los niveles de acidos grasos monoinsaturados totales en
mitocondrias de corazén demostraron una gran superioridad en los grupos que
recibieron aceite de oliva como fuente de grasa. Sin embargo con el paso del tiempo
hubo una reduccién de esos niveles de forma pronunciada en el grupo que recibid aceite
de oliva virgen complementada con CoQ. La cantidad especifica de acido oleico sufrio
reduccion semejante con el paso del tiempo en mitocondrias de corazén en grupo que
ademas de recibir aceite de oliva recibia complementariamente la CoQ. Tales resultados
coinciden con otros estudios como el de Seiquer y cols (1996) y el de Ibanez (2003) que
afirman que el 4cido oleico con la edad funciona como substrato preferencial en algunas
reacciones metabolicas o a algun efecto especifico de la CoQ sobre el aceite de oliva
virgen.

Efecto de la dieta: La activacion de la A’ desaturasa provocada por la
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presencia de acido oleico proveniente del aceite de oliva genera la formacion de
membranas bioldgicas ricas en acidos grasos monoinsaturados. Eso ocurre porque el
acido graso de de dieta que se presenta de forma mayoritaria es el factor basico para
que se observe cambios en la composicion lipidica de las membranas. Hay por lo tanto
una relacion reciproca entre las desaturasas que se ven inhibidas o estimuladas de
acuerdo con la composicion lipidica de la dieta (SEIQUER vy cols., 1996).

Varios estudios demostraron que el aceite de oliva estimula a la formacion
de membranas donde prospera la presencia de acidos grasos poliinsaturados de la
familia n-3 si comparamos con dietas ricas en aceite de de girasol como fuente de grasa
(GIRON y cols., 1992; NAVARRO vy cols., 1994; ESCUDERO vy cols., 1998). Se
observa también una disminucién en los 4cidos palmitico y estearico, y también un
significativo descenso del 4cido linoleico y araquidénico en plasma y otros organos
(PERIAGO vy cols., 1990). Sin embargo, el aceite de oliva como fuente en la dieta
estimula los contenidos de los 4cidos grasos monoinsaturados en membranas y una
mayor actividad de la A? desaturasa.

Los niveles de acido oleico son prominentemente mas altos en los grupos
que recibieron aceite de oliva como fuente de grasa lo que nos permite afirmar que el
mayor grado de acidos graso monoionsaturados confieren a las membranas bioldgicas
una mayor proteccion antioxidante ante la peroxidacién lipidica una vez que el estado
basas es menos susceptible al ataque de los radicales libres proveniente del

envejecimiento celular (HUERTAS y cols., 1999; OCHOA vy cols., 2003).

5.3.1.3 fraccion de acidos grasos poliinsaturados (AGP)

Se ha demostrado que uno de los factores que condicionan la susceptibilidad
de una membrana bioldgica a la accion de los radicales libres es la presencia en su
constitucion de acidos grasos poliinsaturados. Promueven la formacion de eicosanoides
una vez que los acidos grasos poliinsaturados de las serie n-3 y n-6 son sus precursores.

La producciéon de eicosanoides derivados del eicosapentanenoico (EPA) se
produce debido a al ingesta de derivados de la serie n-3. Su accion antitrombogénica
queda patente debido a que esos acidos grasos poliinsaturados estimulan la formacion

de prostaciclina PGI;, de accion antiagregante plaquetaria y vasodilatadora. También
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estimula la formacién de tromboxano TXAj, de accidon proagregante y ligeramente
vasoconstrictora. El EPA, juntamente con el docosahexaenoico (DHA), también inhibe
la formacion de la prostaciclina PGI,, a partir del acido araquidénico. Tal prostaciclina
tiene efectos similares a la PGI;. También inhiben el tromboxano TXA,, vasoconstrictor
y estimulador de agregacion plaquetaria. Con eso queda patente su efecto
antitrombogénico, lo que demuestra la importancia del aceite de pescado, tan
consumido en poblaciones orientales, como china y Japon, que presentan incidencia de
enfermedades cardiacas inferiores a paises de cultura occidental. Este comportamiento
también es similar cuando administrado el acido oleico, proeminente en el aceite de
oliva, pero con menor grado de eficacia. (NAVARRO y cols., 1992; SIRTORI y cols.,
1998).

En ambito intestinal se ha demostrado que el efecto de los eicosanoides
frente a la respuesta inflamatoria beneficia en casos de enfermedad inflamatoria
intestinal al cambiar el medio lipidico y por aumentar la proteccion contra los procesos
de peroxidacion lipidica. En efecto, el aceite de oliva altera las cantidades de algunos
péptidos gastrointestinales (gastrina, PP, CCK, PYY) relacionados a la enfermedad.,
probablemente por idear niveles 6ptimos de dichas substancias (YAGO y cols., 1997).
“También reduce la produccion de citoquinas, la expresion de las moléculas de
adhesion y los niveles de otros marcadores endoteliales en esta patologia. Los dacidos
grasos monoinsaturados y los compuestos fendlicos del aceite de oliva son candidatos a
incrementar el umbrale apoptosis de células intestinales disminuyendo la necrosis,
ejerciendo un papel protector” (MATAIX y cols., 2001).

Efecto del envejecimiento: Con el paso del tiempo se observa una reduccion
de la fluidez de membrana de las células, debido a la alteracion de su composicion
lipidica. Se observa una clara disminucién de los acidos grasos poliinsaturados; y un
aumento del colesterol y de acidos grasos saturados (CHEN, 1994). Se observa, en el
caso de ratas ancianas, una reduccion en la concentracion de cardiolipina, localizada en
la membrana mitocondrial interna (PARADIES y cols., 1990). Este cambio en la
composicion altera la actividad de varias enzimas como la citocromo ¢ reductasa,
citocromo c oxidasa y ATP sintestasa (BARZANTI y cols., 1994).

En nuestro experimento encontramos que los niveles de 4cido grasos
poliinsaturados totales en mitocondrias de corazon sufre un descenso si comparamos las
ratas a los 6 y a los 24 meses en todos los grupos, a excepcion del grupo que recibiod

aceite de girasol sin complementacion con coenzima Q, donde observamos que sus
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valores se mantienen practicamente inalterados. A los 6 meses se observo claramente
que los valores para AGP eran mayores en el grupo alimentado con aceite de girasol
suplementados con CoQ en comparacion con su homologo sin CoQ, cambiando a los 24
meses. Los valores a los 24 meses demuestran que el grupo que recibié CoQ sufri6é una
reduccion proeminente cuando lo comparamos con su homoélogo sin CoQ, que se
mantuvo practicamente inalterado. En el caso aislado de los grupos que recibieron
aceite de oliva, complementados o no con CoQ el comportamiento fue practicamente
igual entre si, sufriendo descenso en las concentraciones con el paso del tiempo de
forma similar.

Considerando la serie n-6, que corresponden a la fraccion cuantitativamente
mas numerosa, de forma aislada, observamos un comportamiento similar, con evidente
disminucién con la evolucion de la edad en todos los grupos, también con la excepcion
del grupo que recibi6 aceite de girasol sin complementacion con coenzima Q que se
mantuvo constante en lo dice respecto a sus concentraciones con el paso del tiempo.
Con relacion al acido linoleico el comportamiento es el mismo pero sus niveles a los 24
meses son superiores en los grupos girasol y girasol CoQ en comparacion con oliva y
oliva Q. Para el acido araquidoénico se observa que hubo reduccion el todos los grupos,
incluso en el grupo girasol, de forma que todos los grupos se sitlian con concentraciones
similares a los 24 meses. Hay una reduccién mas pronunciada en los niveles del grupo
girasol CoQ, reflejando probablemente un efecto beneficioso producido por la CoQ.
Estos resultados pueden indicar que con el paso de la edad existe una disminucién en la
capacidad del organismo en incorporar los d4cidos grasos poliinsaturados por
alteraciones importantes el la fluidez de membrana, explica la relacion entre la edad y la
menor actividad de las desaturasas y la actuacion de las lipasas que funcionan como
factor de eliminacion de los 4cidos grasos dafiados (YEHUDA vy cols., 2002; IBANEZ,
2003). Otra posibilidad podria ser el intento del organismo, a través de un mecanismo
compensatorio, en reducir las substancias o substratos altamente susceptibles a la accion
de los radicales libres, una vez que la edad implica en mayor susceptibilidad a la accion
de las especies reactivas del oxigeno (QUILES y cols., 2002).

Segun nuestros datos observamos que los grupos que recibieron aceite de
oliva, suplementados o no con CoQ, se ven mas protegidos que los alimentados con
aceite de girasol. Sin embargo el nivel de proteccién conferido por el CoQ se ve mas
evidenciada en el caso del grupo que recibio aceite de girasol, una vez que con el paso

del tiempo consiguio6 reducir los niveles de este grupo para componentes de la serie n-6
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a los mismo niveles del los grupos que recibieron aceite de oliva. Eso evidencia que el
grupos que recibi6 aceite de girasol sin CoQ pueda presentar las mayores niveles, con el
paso del tiempo, de dafo en la membrana mitocondrial cardiaca (LOPEZ y cols., 1995;
FELLER y cols., 2002).

Para la serie n-3 observamos un comportamiento como minimo curioso, ya
que hubo alteracion en sus niveles en todos los grupos. El grupo que recibi6 dieta con
fuente de grasa de aceite de oliva sufri6 una reduccion con el paso del tiempo. El grupo
aceite de oliva suplementado con CoQ sufrié aumento. Los grupos que recibieron aceite
de girasol presentaron acrecimos. Sin embargo, los niveles finales a los 24 meses son
similares en todos lo grupos a excepcion del grupo que recibidé aceite de oliva
suplementados con CoQ, que son superiores. Eso se explica porque a los 6 meses los
niveles totales de n-3 son varias veces superiores en los grupos que recibieron aceite de
oliva, suplementado o no con CoQ cuando comparados con los grupos que recibieron
aceite de girasol. Para el acido docosahexanoico, solo se mantuvo sus niveles en el
grupo que recibid aceite de oliva virgen suplementado con CoQ. El comportamiento de
los demas grupos fue exactamente igual al de los acidos grasos poliinsaturados totales
de serie n-3.

El efecto ventajoso de la ingesta de AGPn3 se vio mas evidenciada a lo largo
de vida en el grupo que recibi6 aceite de oliva suplementado con CoQ), una vez que sus
niveles incluso aumentaron. Sin embargo el simples hecho de utilizar el aceite de oliva
como fuente grasa demostrd que los niveles de n-3 a lo largo de la vida se presentan
superiores en comparacion con el aceite de girasol, mismo que en la vejez esos niveles
se equivalgan, una vez que para el grupo aceite de oliva, en los periodos anteriores a la
vejez, presentaron niveles muy superiores a los grupos aceite de girasol y girasol CoQ,
beneficiandose por lo tanto de sus efectos (QUILES y cols., 2001).

Efecto de la dieta: Esta demostrado que los niveles de los acidos grasos
poliinsaturados, sean totales, de la serie n-6 o de la serie n-3 dependen de la fuente de
grasa ingerida por los diferentes grupos. En el caso de la serie n-6, su comportamiento
fue similar a la de los acidos grasos totales. Sus niveles eran muy superiores a los 6
meses en el grupo girasol suplementado con coenzima Q. Los demds grupos
presentaban niveles equivalentes. Ese hecho es sorprendente porque se esperaba que el
grupo girasol no suplementado también presentara niveles mas altos de acidos grasos
poliinsaturados totales y de la serie n-6 que los alimentados con aceite de oliva

(SEIQUER y cols., 1996; QUILES y cols., 1999; MATAIX y cols.; 2002). Sin
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embargo, esos niveles esperados son apreciados en los analisis de plasma, de forma que
por algin motivo no hubo un redirecionamiento desde el plasma hasta las mitocondrias
de los acidos grasos poliinsaturados totales y de la serie n-6 como suele ocurrir como
otras sustancias con las vitaminas.

Como mencionado, la serie n-6 y los acidos grasos poliinsaturados totales se
comportaron de forma similar, de forma que el tnico grupo que no sufrié reduccion de
sus niveles con el paso del tiempo fue el grupo que recibié aceite de girasol no
suplementado con CoQ, terminando con niveles superiores a los demas grupos. Todos
los demas sufrieron reduccion, con mencion especial para el grupo girasol CoQ, lo que
evidencia la accidn protectora conferida por el CoQ para las mitocondrias de corazén.

Para la serie n-3 observamos que los niveles fueron equivalentes en los
grupos girasol, girasol CoQ y oliva virgen a los 24 meses. Sin embargo a los 6 meses el
grupo oliva virgen mostraba los efectos beneficiosos de la serie n-3 por presentar
niveles varias veces superiores a los grupos girasol y girasol CoQ. Lo mas
extraordinario fue el grupo oliva virgen CoQ, que a parte de presentar niveles
equivalentes a su homdélogo sin coenzima a los 6 meses, consiguié beneficiarse de la
serie n-3 al aumentar con el paso del tiempo sus niveles membranares a los 24 meses
(QUILES y cols., 1999; MATAIX y cols., 2001).

Para los 4cidos linoleico, araquidonico y docosahexanico dependié de la
fuente de grasa ingerida en la dieta. Para el grupo girasol sin complementacion con CoQ
no hubo practicamente reduccion en los niveles de linoleico, sin embargo para su
homologo suplementado con CoQ si. Los grupos alimentados con aceite de oliva
suplementados o no con CoQ sufrieron disminucion similar entre si. La disminucién de
los niveles de 4cido araquidonico fueron similares a los del linoleico con la diferencia
de que con el envejecimiento los niveles de linoleico son superiores en los grupos
alimentados con aceite de girasol en comparacion con aceite de oliva virgen y
equivalentes en todos los grupos en el caso del 4cido araquiddnico.

Se esperaba en un principio que los niveles de linoleico y araquidénico
fueran superiores a los 6 meses en los grupos girasol CoQ y girasol. S6lo se observo ese
factor en el grupo girasol CoQ. Sin embargo, volvemos a mencionar que tanto para el
acido araquidénico, como para el linoleico, se esperaba que el grupo girasol no
suplementado también presentara niveles mas altos que los alimentados con aceite de
oliva a los 6 meses en mitocondrias de corazéon (SEIQUER y cols., 1996; QUILES y
cols., 1999; MATAIX y cols.; 2002). Eso se aprecia en los andlisis de plasma, de forma
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que por alguin motivo no hubo un redirecionamiento desde el plasma hasta las
mitocondrias de los acidos grasos poliinsaturados totales y tampoco para los de la serie
n-6. .

En el caso del doxohexanoico se encontré una menor concentracion en la
mitocondrias de los animales alimentados con aceite de girasol como fuente de grasa en
comparacion con los grupos que recibieron aceite de oliva, sobretodo a los 6 meses. Esa
situacion fue reflejada en otros estudios (PERIAGO y cols., 1990). Existe una
inhibicion por parte de los derivados del 4cido linoleico (Cig.ong) sobre los acidos
grasos poliinsaturados de serie n-3 al saturar toda la actividad de la A® desaturasa lo que
explica su baja concentracion a los 6 meses en los grupos alimentados con aceite de
girasol (NAVARRO y cols., 1994; QUILES y cols., 1999). A partir de esa observacion,
la disminucion de las cantidades del 4cido linoleico en las mitocondrias de corazén con
el tiempo explica el aumento de las concentraciones de n-3 totales y consecuentemente
de dexahexanoico en los grupos alimentados con aceite de girasol como fuente de grasa.
También hubo un redirecionamiento de los niveles plasméticos de n-3 totales y
dexahexanoico desde el plasma hasta las mitocondrias de corazon. El aumento de la
concentracion mitocondrial en el caso de n-3 totales o la manutencion de la
concentracion de dexahexaenoico también podria basarse en ese principio. Sin embargo,
paraddjicamente hubo una disminucion en los niveles de n-3 totales en el grupo oliva no
suplementado con CoQ con el paso del tiempo. Se puede deber una vez mas al hecho de
que por algin motivo no hubo un redirecionamiento desde el plasma hasta las
mitocondrias de los acidos grasos poliinsaturados n-3 totales y dexahexanoico. Esos
niveles esperados son apreciados en los andlisis de plasma una vez que para ese
compartimiento se observa que tanto los niveles de acidos grasos poliinsaturados n-3
totales cuanto en de docosahexanoico son los mas consistentes.

La relacion existente entre el contenido de AGP de la serie n-6 y el
contenido de AGP de la serie n-3 en los distintos grupos experimentales es superior en
el aceite de girasol debido al hecho que de presentar niveles superiores de AGPn6 en
comparacion el aceite de oliva virgen, y mas concretamente de acido linoleico. Con el
paso del tiempo esa relacion disminuye en el grupo que recibié como fuente grasa el
aceite de girasol. Otros autores se encontraron con situaciones similares (IMRE y cols.,
2000; LOPEZ y cols., 1995; IBANEZ, 2003). Segun Quiles, la ingesta de EPA y DHA
proveniente del aceite de oliva permite que encontremos proporciones menores de

AGPn6/AGPn3 en plasma, exactamente como observado en nuestro estudio de forma
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que se observa un efecto benéfico antitrombogénico para el sistema circulatorio, ademas
de que el incremento de AGPn3 incrementa la sintesis de eicosanoides antiinflamatdrios

y inhibe la sintesis de eicosanoides proinflamatorios.

5.4 Estudio del contenido mitocondrial en moléculas antioxidantes.

5.4.1 Coenzima Q

La utilizacién de la CoQ en nuestro experimento se justifica en primer lugar
debido al hecho de tratarse de un componente de cadena de transporte electronico
mitocondrial y por su efecto antioxidante importante (HUERTAS y cols., 1999).

“Los dos antioxidantes liposolubles mas importantes: la CoQ y el alfa-
tocoferol son mas eficientes cuando actuan en forma conjunta. La CoQ ademas de ser
por si misma un importante antioxidante, es un potente regenerador del alfa tocoferol a
partir del radical tocoferilo.(...) Adicionalmente, esta molécula se halla directamente
involucrada en el mecanismo de translocacion unido al sistema redox de protones del
complejo 11l (complejo citocromo bcl) y, posiblemente, al complejo 1. Una alteracion
en el estado redox de la CoQ puede, por lo tanto, reflejar tanto un cambio en la cadena
de transporte de la membrana, como en la efectividad de la defensa antioxidante contra
las especies reactivas del oxigeno, como el peroxido de hidrégeno yen superoxido”
(Extractos de la "Second Conference of the International Coenzyme Q10 Association,
2000).

En algunos estudios fue observado que existe una predisposicion a que los
niveles plasmaticos de CoQ se alteren porque hay una redistribucion de este hasta los
organos que mas lo necesitan (QUILES, 1995). “(...) Sobre la base de su capacidad
productora de energia, la CoQ ha sido utilizada en el tratamiento de una variedad de
afecciones, entre ellas: neuropatias, miopatias, perturbaciones inmunologicas y el
sindrome de fadiga cromica. (...) En un modelo canino de isquemia cardiaca, el
tratamiento previo con CoQ;y redujo el dario de reperfusion y suprimio en forma total
la produccion de malondialdehido —uno de los productos de la peroxidacion lipidica..

Estos resultados senialan que la CoQ posee una potente accion antioxidante in vivo™.
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(MARASCO y cols., 1999).

En analices de microscopia electronica de corazones tratados con ubiquinona
reveld niveles bajos fosfato de calcio en la matriz intramitocondrial de células de
corazones, lo que evidencia una prevenciéon cuanto a ala sobrecarga de calcio
(MATSUMOTO y cols., 1984).

Cuanto al envejecimiento, algunos estudios demostraron que los niveles mas
altos de CoQjo se producen en los humanos en la edad aproximada de 20 afios,
presentando un declive con el paso del tiempo, lo que indica su relacion con patologias
asociadas a ¢l cuando de la incapacidad del organismo de mantener los niveles de CoQ g
y de sus defensas antioxidantes.

La dieta también puede influenciar los contenidos de CoQ;py CoQg9 como
demostrados en algunos estudios, sobretodo por la adaptacion de las membranas
mitocondriales cuanto a su composicion. Eso se debe, porque segin la composicion las
membranas estan mas predispuestas a sufrir dafio oxidativo. (...) Ern un modelo canino
de isquemia cardiaca, el tratamiento previo con CoQ10 redujo el dario de reperfusion y
suprimio en forma total la produccion de malondialdehido —uno de los productos de la
peroxidacion lipidica.. Estos resultados sefialan que la CoQ posee una potente accion
antioxidante in vivo”. (MARASCO y cols., 1999).

En situaciones de estrés oxidativo, donde el plasma es sometido a un estrés
oxidativo, observamos que la primera sustancia antioxidante a ser consumida es la
ubiquinona. Se le asigna a la CoQjo un papel importante en la prevencion de la
iniciacion o propagacion de la peroxidacion lipidica en el plasma y en las lipoproteinas
de membrana. Ademas, cuando hablamos de dafio a las bases nucleicas del ADN, se
comprueba su accidon protectora durante tal oxidacion.

En nuestro experimento, utilizamos una cantidad de 60mg/kg de CoQ en la
dieta durante 24 meses y consideramos que nuestros resultados son como minimo
Curiosos.

Efecto del envejecimiento: En plasma, en todos los grupos, independiente de
la dieta, hubo un aumento en las concentraciones de CoQo, CoQo, y por légica, cuando
efectuamos la suma para la determinacion de concentracion total de CoQ (CoQq +
CoQo) también hay aumento. El aumento mas notable, con el paso del tiempo, ocurri6
en todos los casos en el Grupo VQ, que presentd valores espectacularmente superiores,
seguido de GQ; V y G. En mitocondrias también observamos aumento con el paso del

tiempo en todas las concentraciones de CoQy, CoQip, y en la suma para la
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determinacion de concentracion total de CoQ (CoQg + CoQj¢). Sin embargo, para Vy G
fueron mas pronunciados. El aumento del contenido mitocondrial de CoQq y CoQ;o con
el paso del tiempo parece deberse al aumento progresivo de la necesidad de proteccion
ante el estrés oxidativo (LENAZ, 1998). Otra posibilidad podria ser un efecto
secundario provocado por el acumulo de lipidos relacionado con el avance de la edad.
El coenzima Q es sintetizado utilizando el mismo camino metabolico de la sintesis del
colesterol (RICHER y cols., 1993). Otra posibilidad podria ser la necesidad del
organismo en incrementar su utilizacion con transportador electrénico mitocondrial, ya
que existe una disminucion de la capacidad metabdlica con la edad (IBANEZ, 2003)
Efecto del tratamiento dietético: Se ha demostrado en otros estudios que el
grado de saturacion de la fuente grasa aplicada en lasa dietas es fundamental para que
haya cambios en los contenidos de CoQ en los diferentes tejidos corporales (HUERTAS
y cols., 1991; QUILES y cols.,, 1999). La insaturacion y perfil lipidico de las
membranas mitocondriales condiciona la susceptibilidad a los RL por su estado
oxidativo celular. La fuente de grasa dietética y su posible influencia sobre el contenido
mitocondrial se tiene que tomar en cuenta en cualquier estudio. En plasma, a los 6
meses, observamos concentraciones significativamente superiores para CoQ;o en ambos
grupos que la recibieron (VQ y GQ). A los 24 meses, el efecto fue similar, sin embargo
el grupo VQ posee concentraciones espectacularmente mayores que los demas grupos.
Para CoQy hubo una tendencia, pero poco significativa, a que los niveles fueran
superiores en los grupos que recibieron CoQjo. Observamos que los niveles tanto de
CoQy cuanto en CoQjo fueron mucho mas altos en grupo VQ a los 24 meses,
representando una clara diferencia estadistica con relacion a los demdas grupos. La
cantidad total de coenzima Q (CoQg + CoQjo) reflejo en plasma a los 6 meses una
cantidad superior en GQ, donde se observo diferencia estadistica en comparacion a los
demas grupos. En VQ también se observo una cantidad superior en comparacion con G
y cercana a V. A los 24 meses, sin embargo, VQ presentaba concentraciones muy
superiores a los demas grupos, seguido por GQ. De esa forma, podemos decir que el
comportamiento de la CoQ, en todas sus formas, presentd niveles a los 6 meses
superiores, para plasma, en GQ, y a los 24 meses en VQ. En mitocondrias a los 6 meses
hubo una tendencia a que VQ y GQ se posicionaran con mayores cantidades. A los 24
meses los grupos que no recibieron suplementacion (G y V) tienen concentraciones mas
grandes y presentan diferencias significativa cuando comparados con su homologos

suplementados. La observacion de que las dietas monoinsaturadas influencian
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positivamente en los niveles de CoQ es patente, de forma que es normal que
observemos que los grupos alimentados con oliva Virgen presenten valores superiores
de esta coenzima frente a los alimentados con aceite de girasol (QUILES y cols., 1999).
Ese efecto en menor grado, también puede ser explicado una vez que es de esperar que
las fuentes de grasa monoinsaturadas sean menos susceptibles al estrés oxidativo.

En resumen, si asociamos el envejecimiento al tratamiento dietético
observamos que por mas que las concentraciones aumentaran tanto en plasma, como en
mitocondria con el paso del tiempo. En plasma los grupos suplementados tuvieron un
aumento mas pronunciado, con ventaja para el VQ sobre el GQ; y que los grupos Vy G
vienen a continuacion en ese orden. Los grupos que recibieron aceite de oliva virgen
cuando, por lo tanto, segiin nuestros resultados, presentaron més facilidad en retener el
CoQ. Sin embargo, en mitocondrias, ese aumento fue al revés, ventaja en el aumento
para GQ sobre VQ; y que las cantidades de G y V fueron muy superiores a los grupos
suplementados, pero equivalentes entre si. El andlisis de varianza de dos vias demostro
que todos los factores condicionaron la concentracion de CoQ en mitocondria de
corazén y en plasma, o sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la interaccion entre
tratamiento dietético y tiempo. En nuestro caso en particular, entendemos que las
concentraciones de CoQ en plasma fueron superiores en los grupos que recibieron la
suplementacion (VQ y GQ) y superiores en mitocondrias en V'Y G debido a la
capacidad corporal de redistribuir dicha substancias de acuerdo con las necesidades de
los varios compartimentos corporales. Tal hecho nos hace creer que con el avance de la
edad, los grupos que no recibieron complementacion durante la juventud y adultez
tienen mas necesidades de CoQ en la vejez en el tejido cardiaco, lo que hace que se
produzca tal desplazamiento del plasma a las mitocondrias de corazon. Esa afirmacion
es importante, porque como se demostrd en otros estudios, como el del Dr. Marasco,
que su fluidez por los compartimentos corporales esta vinculada a la capacidad del
mismo en reutilizarla en los tejidos, lo que indica un alto control de sus niveles tisulares
y una alta eficiencia de las vias metabolicas ara maniobrar este compuesto. De esa
forma la suplementacion con CoQ necesita ser elucidada con mas claridad en lo que
dice respecto al mantenimiento de sus concentraciones. Inicialmente se pensaba que la
biosintesis endodgena era la principal fuente aportadora de dicha coenzima y que la
mayoria de los tejidos, a excepcion de higado, bazo y plasma eran resistentes a la
suplementacion oral (IBRAHIN y cols., 2000). La discrepancia entre varios autores

qued6 mas resuelta con la demostracion de que con la suplementacion prolongada son
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eminentes los incrementos en los niveles de CoQ en varios 6rganos como cerebro,

musculo, corazén, etc. (KWONG y cols., 2002).

5.5.2 a-Tocoferol

Ademéas de la accion de los antioxidantes suplementados a la dieta, como el
posible caso de nuestro protagonista en discusion, utilizados como auxiliares en la
prevencion de la peroxidacion lipidica, existen otros antioxidantes enddgenos,
integrantes de la cadena de transporte electronico y otros exdgenos provenientes de la
alimentacion que pueden desencadenar un mayor o menor grado de proteccion a nivel
celular. Algunos de ellos fueron determinados en nuestros estudios de forma que
aportan informaciones muy importantes.

El alfa-tocoferol, asi como otros antioxidantes, actiia impidiendo la cascada
de propagacién de la peroxidacion lipidica a través de una neutralizacion directa de los
radicales libres al transformarlos en compuestos no radicales. La vitamina E actua
sobre radicales peroxidos y los convierte en hidroperéxido hiporreactivo, bloqueando la
reaccion de peroxidacion lipidica en las membranas celulares (PACKER; 1999). Actaa
protegiendo los acidos grasos poliinsaturados de las membranas biologicas de la accion
de la peroxidacion lipidica, y seglin varios autores una molécula de a-tocoferol es capaz
de promover la protecciéon de 60 a 300 moléculas de AGP (MATAIX y cols., 1998;
OCHOA y cols., 2001).

En nuestro estudio observamos que hubo un aumento significativo de la
concentracion de a-tocoferol independientemente de la fuente grasa. Sin embargo, su
determinaciéon en plasma y mitocondrias de los organos analizados hizo con que
verificdsemos situaciones distintas para cada uno. Primeramente la concentracion
plasmatica es muy superior a la mitocondrial.

Efecto del envejecimiento: En plasma, en todos los grupos, independiente de
la dieta, hubo un aumento en las concentraciones de o-tocoferol. El aumento mas
notable, con el paso del tiempo, ocurri6 en el grupo VQ, que presentd valores
espectacularmente superiores, seguido de V; GQ y G, sucesivamente. En mitocondrias
también observamos aumento con el paso del tiempo en todas las concentraciones de a-

tocoferol. Sin embargo, para V y G fueron més pronunciados.
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Efecto del tratamiento dietético: Las concentraciones en plasma a los 6
meses se hicieron menores en los grupos que no recibieron CoQ. Es interesante porque
el grupo que recibi6 aceite de girasol como fuente dietética presentaba niveles mas altos
que los que recibieron aceite de oliva, sin embargo sin diferencia estadisticas entre los
grupos. A los 24 meses observamos un cambio de situacion, donde el grupo que tenia
aceite de oliva como fuente de grasa presenta mayores niveles de a-tocoferol. A los 24
meses existe una Unica diferencia estadistica entre VQ y los demas, una vez que fue el
grupo que presentd niveles preponderantemente superiores a los demds grupos. En
mitocondrias, a los 6 meses, los grupos suplementados con CoQ (VQ y GQ) presentaron
valores mayores pero sin diferencia significativa. A los 24 meses los grupos que no
recibieron suplementacion con CoQ presentaron concentraciones notablemente
superiores cuando comparados con VQ y GQ reflejado con una proeminente diferencia
estadistica.

En resumen, si asociamos el envejecimiento al tratamiento dietético
observamos que las concentraciones aumentaran tanto en plasma, como en mitocondria
con el paso del tiempo. En plasma los grupos que recibian aceite de oliva virgen como
fuente de grasa en la dieta tuvieron un aumento mas pronunciado, con ventaja para el
VQ sobre el V; y que los grupos GQ y G vienen a continuacion en ese orden. Los
grupos que recibieron aceite de oliva virgen cuando, por lo tanto, inmovilizaron
mayores cantidades de a-tocoferol. Sin embargo, en mitocondrias, ese aumento fue al
revés, las concentraciones en los grupos G y V fueron muy superiores a los grupos
suplementados, estadisticamente relevante con relacion a GQ y VQ, pero equivalentes
entre si. Los grupos que recibieron CoQ también mantuvieron equivalencia entre si. El
analisis de varianza de dos vias demostro que todos los factores condicionaron la
concentracion de o-tocoferol plasma, o sea, el tiempo, el tratamiento dietético y la
interaccion entre tratamiento dietético y tiempo. En mitocondria, solo influenciaron el
tiempo y la interaccion tiempo tratamiento dietético. El supuesto redirecionamiento de
alfa-tocoferol desde el plasma, permitiendo que mas cantidades de la sustancia en
cuestion sean redirecionada a los organos que la necesitan es inminente. Los dos
antioxidantes liposolubles mas importantes: la CoQ y el alfa- tocoferol son mas
eficientes cuando actian en forma conjunta. La CoQ ademés de ser por si misma un
importante antioxidante, es un potente regenerador del alfa tocoferol a partir del radical
tocoferilo.

Como mencionado arriba, el dafio oxidativo por la peroxidacion lipidica
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suele ser mas pronunciado en los grupos que no reciben antioxidante, de forma que se
espera que el organismo administre sus defensas con mas intensidad a los 6rganos que
mas dafio estan sufriendo. En nuestro caso en particular, entendemos que las
concentraciones de a-tocoferol en plasma fueron superiores en el grupo VQ y superiores
en mitocondrias en V'Y G debido a su redistribucion de acuerdo con las necesidades de
los varios compartimentos corporales. Tal hecho nos hace creer que con el avance de la
edad, los grupos que no recibieron complementacion durante la juventud y adultez
tienen mas necesidades de a-tocoferol en la vejez en el tejido cardiaco, lo que hace que

se produzca tal desplazamiento del plasma a las mitocondrias de corazon.

5.5.3 Retinol

La retina es una membrana del ojo constituida por la expansioén del nervio
optico con la funcion de" formar" la imagen de los objetos. Semejantemente a una
maquina fotogréfica, la retina seria la" pelicula" de los ojos. En el fenomeno de la
vision, la rodopsina es una sustancia que ejerce el papel de aumentar de sensibilidad de
la retina a la luz (GUYTON, 1998).

Cuando un individuo pasa de un ambiente claro a la oscuridad, la visién se
queda “temporalmente deslumbre". Después de algunos segundos, correspondiendo a la
formacion del rodopsina en el ojo, la vision se pone mas clara. Sin embargo, cuando un
individuo se disloca de una posicidon oscura para otra clara, observamos, por accioén de
la luz, la destruccion del exceso de rodopsina, que hipersensibiliza la retina y, asi, la
vision vuelve el habituarse con el brillo.

Concluyendo, podemos afirmar que la rodopsina es un pigmento
imprescindible a la adaptacion de la vision a las varias situaciones de cambios
luminosos. Su formacidn, sin embargo, depende de la presencia de la vitamina A. Los
individuos carentes de esa vitamina presentan la llamada hemeralopia que es
caracterizado por la adaptacion mala de la vision en situaciones donde la iluminacion es
deficiente. (GUYTON, 1998).

Cuando la falta de la vitamina puede promover, con el pasar del tiempo, una
situacion de lesidon progresiva de la cornea (membrana translicida del ojo), donde se

observa un espesamiento y una ulceracion de la membrana, ademas de una reduccion de
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actividad de las glandulas lacrimales. Se puede formar un cuadro clinico de xeroftalmia,
que puede desarrollar una evolucion de la deficiencia visual hasta una ceguedad total.
La deficiencia de la vitamina A también promueve alteraciones nivel de cutis. La piel
se pone aspera, surgiendo descamaciones que aparecen primeramente en los miembros
superiores, extendiéndose para todo el cuerpo entero. La falta de la vitamina puede, atn,
hacer con que nifios en la edad de crecimiento, tengan ese crecimiento paralizado.
(GUYTON, 1998).

El retinol desempefa papel importante como protectora del organismo, por
su accion antioxidante, el retinol. El comportamiento del retinol en plasma fue similar al
ocurrido con el alfa-tocoferol.

Efecto del envejecimiento: En plasma, en todos los grupos, independiente de
la dieta, hubo un aumento en las concentraciones de retinol. El aumento mas notable,
con el paso del tiempo, ocurri6 en el grupo VQ, que presento valores espectacularmente
superiores, seguido de V; GQ y G, sucesivamente.

Efecto del tratamiento dietético: Las concentraciones en plasma a los 6
meses fueron practicamente iguales en todos los grupos. A los 24 meses observamos un
cambio de situacion, donde el grupo que tenia aceite de oliva como fuente de grasa
presenta mayores niveles de retinol. A los 24 meses existe diferencia estadistica entre
VQ y los demés y entre V y los demas.

En resumen, si asociamos el envejecimiento al tratamiento dietético
observamos que las concentraciones aumentaran en plasma con el paso del tiempo.
Hubo ventaja para el VQ sobre el V; y los grupos GQ y G vienen a continuacion en ese
orden. Los grupos que recibieron aceite de oliva virgen inmovilizaron mayores
cantidades de retinol. El andlisis de varianza de dos vias demostré que todos los factores
condicionaron la concentracién de retinol en plasma, o sea, el tiempo, el tratamiento
dietético y la interaccion entre tratamiento dietético y tiempo.

Como para el a-tocoferol, se espera que el organismo administre las reservas
de retinol con mads intensidad a los 6rganos que mas dafio estan sufriendo. En nuestro
caso en particular, no podemos comparar la concentraciéon a nivel de mitocondrias,
porque no pudimos definir sus concentraciones en ese tejido de forma que sélo podemos

conjeturar diciendo que es probable que se comporte como los demds antioxidantes.
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5.6 Estrés oxidativo en funcion de la dieta y del envejecimiento

5.6.1 Daiio oxidativo a mitocondrias y lipidos (peroxidacion lipidica).

El fenomeno de la lipoperoxidacion ocurre debido a la conformacion
bioquimica de las moléculas grasas que “poseen tres o mas uniones carbono-carbono
con doble ligadura, que les confiere una zona de enlace labil que permite que una
molécula activa como el OH les sustraiga un datomo de H” (LLESUY, 1999). El
proceso en si es dividido en tres etapas distintas.

La primera, la iniciacion, en la que el hidrogeno es retirado de su ligacion
con el carbono por un radical libre (HO'), formando un radical lipidico o radical de
acido graso (R’). En realidad, el inicio de la lipoperoxidacion es iniciada por el ataque
de cualquier especie quimica capaz de retirar un atomo de hidrogeno de un lipido, mas
especificamente de un metileno.

En la fase de propagacion, observamos que el radical lipidico se une al
compuesto oxigeno resultando en la formacion de un lipoperdxido (ROOY). “Este
peroxido puede retirar un nuevo hidrogeno de otro carbono molecular. De esta
manera, persiste el proceso autocatalitico que convierte el carbono del acido graso de
los fosfolipidos de membrana en hidroperoxido”. (LLESUY, 1999). La presencia de
malonaldehido confirma que dietas con un alto contenido de lipidos inducen a la
peroxidacion y degradacion fosfolipidica de mitocondrias y microsomas (HUERTAS,
1991). El malondialdehido es el segmento final de la oxidacion lipidica. De hecho,
podemos afirmar que existe un orden secuencial de produccion de sustancias derivadas
de ese proceso. Tenemos, en orden de produccion, los dienoconjugados, los
hidroperéxidos, ademds de otros productos, hasta que se produce, por fin, el
malonaldehido. Podemos observar que la vitamina E, la coenzima Q y la glutatiéon
peroxidasa son antagonistas a ese proceso. La lipoperoxidacion puede ser considerada
una consecuencia propia del estrés oxidativo, que produce un dafo considerable a las
paredes de las arterias, dafio ese caracteristico de la aterosclerosis.

En nuestro estudio evaluamos la formacion de hidroperdxidos basales (Ty)
inducidos (T;) y la diferencia entre ellos (T;-Ty) que representa la susceptibilidad a la
peroxidacion y el nivel real de proteccion de las mitocondrias.

Efecto del envejecimiento: con el paso del tiempo observamos aumento en la
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cantidad de hidroperoxidos basales para el grupo V y G; siendo que el segundo presentod
diferencia estadistica con su equivalente si comparamos sus niveles a los 6 y 24 meses.
El grupo GQ mantuvo un nivel constante y hubo reduccién estadisticamente importante
en el grupo VQ a los 24 meses.

Cuando se indujo la peroxidacion hubo aumento con el tiempo en el grupo V
y G en el periodo de 6 a 24 meses; con diferencia significativa en el grupo G y su
equivalente. El grupo GQ sufrié una pequefia disminucién y VQ siguidé bajando con el
paso del tiempo presentando diferencia estadistica con su equivalente a los 24 meses.

Cuanto a la susceptibilidad a la peroxidacion, con el paso del tiempo
observamos aumento en los grupos V y Q; y disminucion el los grupos VQ y GQ. En
VQ el efecto protector es mas pronunciado.

Con relacion al contenido en sustancia del acido tiobarbitirico (TBARS)
observamos aumento en todos los grupos de forma basicamente similar, por mas que a
los 6 meses en orden diferencial era de forma crescente VQ; G; V y GQ y termin6 a los
24 meses, también de forma crescente; en VQ; G; GQ y V. Hubo diferencia entre 6 y 24
meses para todos los grupos.

Efecto del tratamiento dietético: a los 6 meses observamos que no hubo
diferencia estadistica entre ningun grupo en el anélisis de hidroperdxidos basales. Los
mayores niveles se presentaron en GQ; seguido de V y VQ (indices practicamente
iguales) y por ultimo G. A los 24 meses V y G presentaron niveles basicamente iguales,
con ventaja pequefia para G, mientras GQ no sufria acrecimos y se mantenia casi
constante y VQ con nivel mucho menor.

A los 6 meses para la determinacion de hidroperoxidos inducidos, GQ y VQ
tenian los mayores niveles; mientras los grupos V y Q los menores. No habia, sin
embargo diferencia estadistica entre ningin grupo. A los 24 meses los niveles de los
grupos V y Q eran los mas altos, en seguida venia con concentraciones menores el
grupo GQ con diferencia significativa importante. El grupo VQ presentaba los menores
valores y significativamente inferior, lo que le proporcionaba diferencia estadistica
sobre todos los grupos.

De ese modo la susceptibilidad a la peroxidacion a los 6 meses tenia su
menores valores en el grupo V, estadisticamente de los grupos; seguido sucesivamente
por G; y por VQ y GQ (que eran practicamente iguales). Solo habia diferencia
estadistica entre V en relacion a VQ y GQ. A los 24 meses cambiaba la situacion, de

forma que VQ poseia los menores indices, seguidos por GQ y V, que eran casi iguales,
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y por fin por G.

Con relacion al contenido en sustancia del acido tiobarbitirico (TBARS)
observamos a los 6 meses los niveles eran parecidos; y a los 24 meses el aumento fue
lineal de forma que aumentaron de forma equivalente, de modo que no hubo diferencia
estadistica.

En resumen, si asociamos el envejecimiento al tratamiento dietético,
observamos que las concentraciones basales de hidroperdxidos eran superiores a los 6
meses en los grupos que recibian la suplementacion con CoQ pero que se redujeron se
redujeron en VQ; se mantuvieron constantes en GQ y aumentaron en V y G a los 24
meses. Cuando inducidos, la misma reduccion se observo en el grupo VQ; y también en
GQ; viéndose aumentado sin embargo en V y G. La susceptibilidad, por lo tanto que era
mayor en un primer momento en GQ y VQ (practicamente iguales); y menor en V' y G;
se invirtieron con el paso del tiempo demostrando el aumento de la proteccion
mitocondrial cardiaca.

El dafio oxidativo mediado por especies como O- y H,O, es excesivamente
grande. Promueve “la oxidacion de lipidos esenciales, a partir de la reaccion en cadena
de lipoperoxidacion, pueden verse afectados los componentes de la cadena respiratoria y
el DNA contenido en la mitocondria. De tal manera que la localizacion de las enzimas
antioxidantes con relacion a la mitocondria es importante” (ALVAREZ y cols., 2000).
Asi, afirmamos que la longevidad de las mitocondrias es menor cuanto mayor sea
presencia de acidos grasos poliinsaturados, de forma que cuanto mayor la insaturacion,
mas grande es el grado de peroxidacion. (MATAIX y cols., 1991). A partir de esa
afirmacion y de los analices observamos una clara ventaja del aceite de oliva sobre el
aceite de girasol con el paso del tiempo, de forma que hubo una menor formacion de
hidroperoxidos en el grupo VQ en relacion a GQ y una ventaja entre V en relacion a G.
También consideramos que los grupos que recibieron suplementacion con CoQ
presentan mas proteccion cuanto a la lipoperoxidacion. A partir de tal afirmacion
podemos afirmar que la accién de los llamados antioxidantes es aditiva y sinérgica
basandose en la interaccion con el sistema redox (oxidorreduccion) y no redox, y se
hacen presentes en medio acuoso y lipido. Puesto eso, podemos decir claramente que la
Coenzima Qo contribuyé de forma estratégica para el control de la produccién

hidroperoxidos en los grupos que la recibieron. Para TBARS ese efecto no fue visible.
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5.7 Daiio oxidativo al ADN de linfocitos de sangre periférica en funcion del

envejecimiento y de la dieta

Algunas enfermedades humanas estan directamente relacionadas con la
presencia de de los radicales libres. El dafio de de biomoléculas, entre ellas del ADN se
observa cuando hay una generacién garrafal, sean por fuentes enddgenas como
exdgenas de dichas substancias (CHANCE vy cols., 1979). “El dafio oxidativo es una
consecuencia del metabolismo respiratorio normal y es causado por radicales libres
producidos a partir del oxigeno molecular (O,). Durante la reduccion del oxigeno, a
través de una serie de pasos univalentes, se puede generar anion superoxido (O.-),
peroxido de hidrogeno (H>0,), radical hidroxilo (OH) y agua (H,O)” (VALDEZ y
cols.; 1999).

La interaccion entre la RL y el ADN se procesa a nivel del soporte azucar-
fosfato, de la misma forma que con las bases, causando la “fragmentacion del aziicar y
la pérdida de una base con parte del residuo del azucar que auin permanece unido y al
corte de la cadena” (VALDEZ y cols., 1999) o dafiando las bases timina y adenina
(IMLAY Yy cols., 1988).

Las fuentes exdgenas también desempefian papel importante. La radiacion
ionizante, cuando en contacto con el medio celular, y consecuentemente los tejidos
corporales pueden inducir a la formacion de OH. El rayo de de accién o dafio producido
es similar al provocado por los RL (ISABELLE y cols., 1995).

El sistema de reparacion corporal presenta células, en su caso enzimas, que
son capaces de remover las bases danadas oxidativamente de ADN (por ejemplo en el
caso de las bases glicosiladas). Como ya mencionado, tales enzimas celulares como la
superoxido dismutasa, la catalasa, la glutation peroxidasa o la glutation reductazo
limitan tal dafio oxidativo, sin embargo “las membranas celulares no son
aparentemente obstdaculo para los agentes oxidantes, ya que la liberacion de especies
reactivas del oxigeno formadas en leucocitos pueden inducir roturas de cadenas del
ADN de células vecinas” (VALDEZ y cols., 1999).

Especificamente, en el caso de la mitocondrias, podemos mencionar que
muchos “estudios de patologias causadas por mutaciones del ADN,y,;; sugieren que una
variedad de enfermedades degenerativas puede estar asociada con defectos en la

fosforilacion oxidativa. Se han identificado una serie de alteraciones del ADN,,; que
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incluyen mutaciones por sustitucion de bases, inserciones, deleciones, mutaciones
nucleares que predisponen a las células a las deleciones del ADN,,; y a alteraciones del
numero de copias del ADN,;” (VALDEZ y cols., 1999). Esas observaciones
permitieron el desarrollo de teorias para el envejecimiento y su relacion con algunas
enfermedades degenerativas relacionadas con la edad (WALLACE vy cols., 1992). “Una
de las posibles causas de la menor eficiencia (relacionada con la edad) de la
fosforilacion oxidativa como también de la alta velocidad de mutacion del ADN,,; seria
debida al dario del ADN,;; por radicales libres del oxigeno” (VALDEZ y cols., 1999).

Como ya mencionado con anterioridad, cerca de 4% del oxigeno consumido
se convierte en EROS. Por intermedio de enzima superdxido dismutasa, el O,.- es
convertido a H,O,, que en presencia de metales de transicion genera OH (FRIDOVICH,
1975).

Estas especies reactivas del oxigeno generadas en la mitocondria, pueden dafiar las membranas
mitocondriales, proteinas y ADN. El ADNmit parece ser un blanco comtn para el dafio por
radicales libres. Asi, el dafio oxidativo del ADN,,; es 16 veces superior al del ADN,, . Por otro
lado, el papel de los oxidantes en la formaciéon de deleciones a nivel del ADN,;; se basa en la
observacion de que la doxorubicina, un compuesto que estimula la produccion de oxidantes
mitocondriales, crea un marcado aumento de las deleciones mitocondriales en tejido cardiaco;
este efecto es bloqueado por ubiquinona, un componente clave de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, cuya forma reducida (ubiquinol) exhibe propiedades antioxidantes”

(VALDEZ y cols., 1999).

En nuestros estudios determinamos el dafio oxidativo en linfocitos de sangre periférica
utilizando la técnica del comet.

Efecto del envejecimiento.: con el paso del tiempo observamos aumento del
dafio en ADN en todos los grupos. Observamos diferencia estadistica entre todos los
grupos en los andlisis de 6 y 24 meses. En orden crescente observamos meses menor
nivel de dafio en el grupo VQ; seguido de GQ y V, que presentan valores practicamente
iguales; y por ultimo, y con mayor dafo el grupo G.

Efecto del tratamiento dietético: a los 6 meses observamos que hubo
diferencia estadistica entre G y todos los demas, presentando niveles mas altos. V 'y GQ
no presentaron diferencia entre si. VQ presentd diferencia con todos los grupos,

presentando los valores mas bajos. A los 24 meses se observd el mismo
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comportamiento, pero todos los grupos presentaban niveles mas altos de dafio.

En resumen, si asociamos el envejecimiento al tratamiento dietético,
observamos que el dafio oxidativo en ADN de sangre periférica eran superiores a los 6
meses en los grupos que no recibian la suplementacién con CoQ, sin embargo entre GQ
y V los valores fueron muy proximos, y en VQ muy inferior. Aumentaron a los 24
meses en todos los grupos, pero se mantuvo el comportamiento y las mismas diferencias
estadisticas entre los grupos.

Con eso, parece ser que la suplementacion con CoQ produce un efecto
protector cuando al la generacion de dafio al ADN de linfocitos de sangre periférica.
Otros estudios, incluyendo estudios de nuestro grupo de estudio (QUILES y cols.,
2002), demostraron que los antioxidantes condicionan el dafio al ADN. Describe que el
CoQ aumenta el grado de reparaciéon del ADN como consecuencia de la inhibicion del
dafio adicional, protegiendo las células de una oxidaciéon posterior. La accion
antioxidante del CoQ explica el comportamiento de los resultados obtenidos. La
capacidad de proteccion al ADN por el CoQ permite que se produzca un efecto de orden
y condensacion de las membranas, restringiendo la formacién de radicales libres

potencialmente dafiinos al ADN celular (TOMASSETI y cols., 2001).

5.8 Morfologia y sus cambios durante en proceso de envejecimiento mitocondrial

Con el desarrollo del microscopio electronico, se pudo comprobar que las
mitocondrias presentan una doble membrana que envuelve la matriz mitocondrial. La
primera y mas externa delimita la extension de la mitocondria, ademds de mantener el
contacto con el citoplasma. La segunda membrana, por supuesto mdas interna, se
caracteriza por presentar invaginaciones denominadas crestas, las que penetran en la
matriz mitocondrial. Como son dos membranas limitadas, encierran una porcién
mitocondrial denominada espacio intermebranas o espacio intercrestal.

Utilizando en microscopio electronico efectuamos la determinacion del area
perimetro y densidad mitocondrial de todos los grupos en nuestro experimento.

Efecto del envejecimiento: El perimetro de las mitocondrias con el paso del
tiempo no sufti6 en términos generales ningun tipo de reduccidon ni aumento importante,
salvo en el grupo girasol no complementado con CoQ que sufri6 un descenso

interesante. El area se redujo considerablemente en los grupos que recebian aceite de
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girasol, con o sin suplemetnacion con CoQ y minimamente en los grupos lo que explica
su aumento de densidad. Sin embargo, la densidad de los grupos que recibieron aceite
de oliva complementados o no con CoQ es superior, sobretodo en el complementado.

Efecto de la dieta: a los 6 meses observamos, con relacion al perimetro, que
el grupo que recibi6 aceite de girasol y CoQ presentd los valores mas altos, no
diferenciandose significativamente de ningun grupo, a excepcion del grupo que recibio
aceite de oliva e CoQ. Para el area observamos que el grupo que recibi6 aceite de oliva
y CoQ presenta valores significativamente inferiores a todos los demas grupos. En el
caso de la densidad, los grupos que recibieron aceite de oliva virgen, suplementados o
no con CoQ, presentaron valores significativamente mas altos que los grupos girasol. A
los 24 meses el con relacion al perimetro podemos decir que el grupo girasol acrecido
de CoQ y oliva sin CoQ presentan valores superiores. Para el area solamente el grupo
oliva virgen no suplementado presenta valores mas altos. La densidad se muestra
superior en los dos grupos oliva virgen y oliva virgen Q.

Se observa, en general, que los tejidos bioquimicamente mas activos,
presentan mitocondrias con un numero mayor de invaginaciones. También se observa
que la cantidad de mitocondrias en esos 6rganos, normalmente es mayor. Los érganos
metabolitamente mas activos deberian presentar una densidad més elavada que los otros
menos activos. Eso se debe bdsicamente porque el nimero de invaginaciones en su
membrana intercrestal es superior. A partir del momento que presentan un niimero mas
grande de crestas, se supone, fundamentalmente, que el aumento de superficie de
contacto entre membrana y citoplasma es increiblemente mayor. “Se ha calculado que
el higado y el corazon de rata contienen una superficie total de membrana interna
mitocondrial de alrededor de 12 y 20 m’, respectivamente” (ALVAREZ y cols., 2000).

Con los datos obtenidos podemos afirmar que las diferencias encontradas
sugieren que la actividad de las mitocondrias de los grupos que recibieron aceite de
oliva se mantuvo mdas constante, sobretodo en el grupo oliva CoQ, que por sus
caracteristicas morfologicas parece ser la que sufre una reduccion menor en su actividad
a lo largo de la vida. El grupo girasol no complementado parece ser el mas afectado por
el paso del tiempo. Su homdlogo suplementado con CoQ presenta resultados algo
mejores. Con esos datos probablemente se refleja que la capacidad de producion
energética y en la manutencién de los mecanismos proteccion ante los radicales libres
en el caso de nuestro estudio son mejores cuando se recibe aceite de oliva como fuente

de grasa y aun mejores cuando se suplementa con CoQ.
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Capitulo 6- CONCLUSION
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Conclusion primera

La utilizacion de fuentes de grasas especificas implica y refleja
composiciones especificas de las membranas mitocondriales de corazéon a nivel de
acidos grasos fosfolipidicos. Su proporcion estd directamente vinculada a la fuente de
grasa consumida, o sea, a su composicion. El mantenimiento de los beneficios y
manifestacion de posibles maleficios se mantienen de por vida, una vez que esta

adaptacion se mantiene constante mediante la utilizacion de cada fuente de grasa en si.

Conclusion segunda

Cuanto a la CoQ observamos que el caso que existe la capacidad corporal de
redistribuir dicha substancias de acuerdo con las necesidades de los varios
compartimentos corporales. Con el avance de la edad, los grupos que no recibieron
complementacion durante la juventud y adultez presentaron niveles mas altos en la
vejez en las mitocondrias de corazon, debido al desplazamiento desde el plasma al
tejido cardiaco. Su fluidez por los compartimentos corporales esta vinculada a la
capacidad del mismo en reutilizarla en los tejidos, lo que indica un alto control de sus
niveles tisulares y una alta eficiencia de las vias metabdlicas para maniobrar este
compuesto. Observamos que las concentraciones plasmaticas fueron, por lo tanto, mas

acentuadas en los grupos que recibieron CoQ

Conclusion tercera

Observamos con el envejecimiento que el aumento de la formacion de
radicales libres era evidente, una vez que no hay una misma efectividad de los sistemas
antioxidantes. Sin embargo, la suplementacion con CoQ permitioé a los grupos que lo
recibieron una proteccion acentuada contra tales especies reactivas del oxigeno,
proteccion esa superior a la que observamos a los grupos que no recibieron tal

suplementacion.

Conclusion cuarta

La mayoria de los indicadores y elementos del sistema antioxidante
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estudiado (a-tocoferol, retinol, CoQ) sufrieron aumento tal como se esperaba, una vez
que la necesidad de proteccion antioxidante con el paso del tiempo es mas incisiva. Se
observo otra vez para todos los pardmetros que los grupos que no recibieron
complementacion durante la juventud y adultez presentaron niveles mas altos en la
vejez en las mitocondrias de corazén, debido al desplazamiento desde el plasma al

tejido cardiaco. Los que la recibieron tuvieron niveles plasmaticos mas acentuados.
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