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INTRODUCCION

I.1. ENVEJECIMIENTO

Los estudios sobre el envejecimiento presentan muchas problemas que provienen de la
dificultad de definir un proceso muy complejo que no se sabe bien, si es un fenémeno normal
0 patoldgico. Sin embargo, el envejecimiento es algo que se percibe ficilmente, aunque
presente formas muy variables en distintas especies e individuos y que afecta de distinta
manera en los sistemas fisiolégicos (inmunitario, respiratorio, nervioso, sangufneo, etc.), que
por otra parte, son interdependientes (Dodet, 1994).

Hasta la fecha, se han elaborado muchas teorfas para explicar el envejecimiento, lo que
refleja la complejidad del mismo. En resumen, las teorfas sobre el envejecimiento pueden
agruparse en dos grandes grupos (Dice, 1993): las teorfas que consideran que el
envejecimiento estd inscrito en los genes (teorias deterministas), y que son consecuencia de un
programa de senescencia incluido en el propio genoma celular (Moment, 1992) y las que
consideran que el fenémeno se debe a la acumulacién de acontecimientos que ocurren al azar
(teorias estocdsticas), y que producen alteraciones celulares y moleculares (ADN, ARN,
proteinas y lipidos). En realidad, estas propuestas de explicacién del envejecimiento no se
excluyen mutuamente y de heche se entrecruzan en muchos de sus aspectos (Tabla I-1).

Tabla I-1. Teorias del envejecimiento celular.

Teoria Descripcidn
Teorfas deterministas
Pérdida de ADN repetitivo Muiltiples copias inactivadas o perdidas
Acortamientos de tel6meros Alteracién de la actividad telomerasa
Diferenciacién terminal Factores de crecimiento no expresados o inhibidores
del mismo sobreexpresados
Teorfas estocdsticas
Ritmo de vida Unidades metabdlicas fijas
Mutaciones sométicas Mutaciones en los genes
Radicales libres Radicales de oxigeno hiperactivos
Acumulacién de productos Transformacién en sustancias téxicas
Entrecruzamiento Enlaces entre macromoléculas
Catdstrofe de error Aumento de los errores en 1z sintesis de proteinas
Proteolisis elterada Disminucién del turnover de protefnas
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A) TEORIAS DETERMINISTAS

De acuerdo con estas teorfas, el envejecimiento y la muerte celular (apoptosis) estarfan
establecidas en el programa genético de las células, de manera que un niimero restringido de
genes presentes a lo largo de la vida celular determinarian su envejecimiento. Estos genes
serfan responsables de una cascada de expresiones y represiones de genes, que a lo largo de
la vida establecen el momento a partir del cual otros genes se activan o se desactivan. Estas
teorias se basan no solo en estudios de longevidad, sino también en la observacién de
enfermedades genéticas, como 1a progenia de los nifios o el sfndrome de Werner, vinculadas
a la alteracién de un gen y que se caracterizan por s{ndromes de envejecimiento acelerado.

Los trabajos de Hayflick (Hayflick, 1990) demostraron que los fibroblastos humanos
cultivados pierden su capacidad de proliferar después de cierto nimero de divisiones (de 50
a 100}, que dependen de la edad del donante. La causa de este reloj interno podrfa ser la
metilacién progresiva del ADN repetitivo que acompafia la replicacién del ADN y que
comporta, después de un cierto mimero de divisiones, modificaciones de la estructura o de la
expresién de los genes. Otra causa podrfan ser las modificaciones moleculares que implican
la pérdida de secuencias codificantes o no codificantes y que determinarfan las distintas etapas
del desarrollo o de 1a madurez (Maciera—Coelho, 1992).

La teorfa de acortamiento de telémeros (del griego telos, extreme, y meros, parte),
atribuye el papel de reloj mitético a los telémeros, estructuras que se distinguen por su cardcter
conservador a lo largo de la evolucidn. Consisten en repeticiones en tdndem de una secuencia
rica en guaninas que se encuentran situadas en los extremos de los cromosomas. La pérdida
de estas estructuras terminales produce inestabilidad cromosémica que, con el tiempo, conduce
a la muerte celular. Solo en las c€lulas espermdticas y en las lfneas inmortales, la longitud de
estos telémeros permanece constante en cada ciclo de divisién, gracias a la presencia de la
telomerasa, enzima que no se expresa en las otras células (Counter y cols., 1994) o en las
células del mismo tipo no cancerosas. Desde el descubrimiento de esta actividad en ciliados,
todos los intentos realizados por encontrar esta actividad en células normales humanas ha
fracasado. El hecho de que la telomerasa falte en la mayorfa de los tejidos adultos da a
entender que la longitud de los telémeros de las células somdticas disminuye con la edad,
debido a Ia incapacidad de las ADN polimerasas de replicar completamente los extremos de
las moléculas lineales de ADN, que ademds podria ser un mecanismo de senescencia celular
{Harley y cols., 1990, 1992).

El estudio del envejecimiento utilizando como modelo organismos inferiores, pone de
manifiesto, al menos en hongos filamentosos, que €l envejecimiento estd controlado tanto por
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genes nucleares como mitocondriales. Existe un intrén particular en el ADN mitocondrial que
amplificado produce envejecimiento y que si se elimina en lineas mutantes las hace inmortales.
Este elemento genético dirige la sintesis de una transcriptasa inversa mitocondrial. En el caso
del nemédtodo C elegans, sc ha descubiertc un gen Age-1 que estd relacionado con la
longevidad y que controla una resistencia al H,0,. En general, se tiene cada vez m4s evidencia
de que los genes que determinan la proliferacién celular son activos durante el envejecimiento,
o que los inductores que son inhibidos pueden causar senescencia.

Por otra parte, los genes implicados en el mantenimineto de la integridad celular,
también juegan un papel importante en el envejecimiento y entre ellos estdn los que se
encargan de codificar 1a SOD que elimina los radicales libres o la helicasa encargada de
reparar el ADN (Maciera~Coelho, 1992).

B) TEORIAS ESTOCASTICAS

La mayor parte de las teorfas estocdsticas, aunque dan un papel determinante al medio,
reconocen sin embargo, 1a implicacién de los genes, que se activar{an o desactivarian como
respuesta a las modificaciones del medio ambiente. Las teorias estocdsticas se basan en la
acumulacién, bien de productos de desecho o de alteraciones sufridas a lo largo del tiempo que
pueden afectan al ADN (teorfas estocdsticas genéticas) o a las proteinas y lipidos de membrana
(Tzagaloff, 1982; Rothstein, 1981; Miiller-Hocker, 1992), y que conducen a mutaciones
somdticas o a la aparicién de enlaces de entrecruzamiento entre macromoléculas.

Entre las teorfas mds aceptadas estdn las basadas en el papel de las mutaciones del ADN
gendmico o mitocondrial (Miquel, 1991). Se sabe que la mitocondria, orgdnulo responsable
de 1a respiracién celular, productor de ATP, contiene ADN propio, distinto del contenido en
el niicleo de la célula. Como ha recogido Wallace (Wallace, 1992), el ADN-mt tiene
caracterfsticas genéticas tinicas:

a) Proviene de herencia materna, no mendeliana, predominantemente; menos de un
0.1% proviene del esperma.

b) En células heteropldsmicas, es decir, con mezcla de ADN-mt normal y mutante, €l
genotipo puede cambiar durante la replicacién. De esta forma algunos linajes pueden
derivar hacia ADN mutante puro (homopldsmico), otros a tipe salvaje puro y otros
permanecer heteropldsmicos, con lo cual el grado de severidad de las alteraciones
puede variar de unas células a otras.
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¢) El fenotipo celular es un reflejo de la proporcién de ADN-mt mutante en la célula
y del grado de funcionalidad de la mitocondria.

d) El ADN-mt fija mutaciones 16 veces més rdpido que los genes nucleares, razén por
la cual, la frecuencia de mutaciones en genes del ADN-mt es mucho mayor que la de
los genes codificados por el ADN-n.

El ADN mitocondrial estd menos protegido que el nuclear y carece de sistemas de
reparacién, por lo que en principio estard mé4s expuesto al ataque de radicales libres que se
generan durante la produccién de ATP debido a la presencia de mitocondrias alteradas (Sohal
y cols., 1992). Mediante el empleo de diferentes sustratos e inhibidores especificos de la
cadena respiratoria, se han identificado en la mitocondria de insectos y mamiferos las regiones
generadoras de H,0, y del radical superéxido O,, (Sohal y Sohal, 1991); (figura I-1). Especial
relevancia presenta la posibilidad de que la eficiencia del proceso de sintesis de ATP pueda
estar alterada como consecuencia de la generacién local y simultdnea de radicales libres. Estas
células con un potencial energético disminufdo, son especialmente sensibles a situaciones de
estrés con lo que perecen mds ficilmente (Yen y cols., 1984). Mutaciones mitocondriales que
implican la insercién o delecién de bases en el ADN-mt aparecen espontdneamente durante el
desarrollo provocando una reduccién de la actividlad de la cadena respiratoria,
fundamentalmente en los complejos I y IV (Cooper y cols., 1992), acompafiado de una pérdida
progresiva de la capacidad para regenerar la poblacién mitocondrial.

KON
& O HG Rotcrooa
~— g oLHG N
Nam—-——u[mmml—: 1 ‘\-Zcub —:thcl—GLc Citoarors ety - Oy 2HO
’ A:tmlamA
SUCCINATO
TESHIDROGENASA
Gigomidma - --4-- T --fF--- Gligomicdina | Oligomicioa
ATP | ATP ATP
succinato

Figura I-1. Representacion esquemdtica de la organizacién de la cadena respiratoria. Se indican los sitios de
generacién de radicales libres (O, y H,0,) ¥ de accién de los inhibidores respiratorios.

Segiin los factores responsables de las alteraciones, las teorfas més aceptadas son las
que consideran, a los radicales libres causantes del deterioro celular y molecular que se
produce durante el envejecimiento. Estos se producen durante el metabolismo normal y como
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consecuencia de agresiones externas fisicas y quimicas, y son muy téxicos para los
constituyentes celulares, pudiendo desorganizar las membranas lipfdicas, oxidar las protefnas
afectando a su funcionalidad o produciendo mutaciones en el ADN (Nohl, 1993; Harman,
1983). Las células viejas no son capaces de resistir estas agresiones de los radicales libres,
debido a que los sistemas de proteccidn, antioxidantes (vitaminas C y E, p- caroteno asf como
enzimas que transforman los radicales libres en moléculas inocuas) y los sistemas de reparacién
de ADN pueden encontrarse alterados. La importancia de estos agentes nocivos se ha
demostrado recientemente (Oor y Schal, 1994) mediante estudios en Drosophila melanogaster,
en las que se han introducido genes de la superéxido dismutasa (SOD) y de la catalasa y los
animales transgénicos tenfan la capacidad de convertir los iones superdxido en H,0O, y ésta en
H,0 y oxigeno incrementando su vida y sus capacidades fisicas un tercio; por otra parte la tasa
de oxidacién de protefnas era claramente inferior a la de las moscas no tratadas.

Otras teorfas (Kirkland, 1992; Zghinicki, 1987) dan mayor importancia a la
degradacién o cambios en las membranas celulares y mitocondriales por modificaciones
estructurales o funcionales de sus componentes, siendo el caso mds comiin el de la
peroxidacién lipfdica.

Es evidente, que los estudios a nivel mitocondrial han permitido avanzar en el
conocimiento de aspectos que contribuyen a la comprensién del envejecimiento, puesto que
la disminucién de la respiracién celular (Hansford y cols., 1983; Boffoli y cols., 1994; de la
Cruz y cols., 1990), que culmina en la produccién de ATP como fuente de energfa, es una
caracterfstica muy importante de lo que constituye el envejecimiento celular. Por tanto, no es
de extrafiar que gran parte de los estudios sobre el envejecimiento se centren en la
mitocondria.

I.2. COMPLEJO I-11I

La membrana interna mitocondrial contiene los cinco complejos enzimdticos que actian
sucesivamente en la transferencia de electrones desde los sustrados reducidos al oxfgeno, el
cual se reduce a agua. Las reacciones rédox estdn acopladas a la sintesis de ATP, contituyendo
el proceso conocido como fosforilacién oxidativa. El complejo I-III 0 NADH citocromo ¢
oxidorreductasa (EC 1.6.99.3), transfiere los electrones desde el NADH, a través de la
ubiquinona, hasta el citocromo ¢. Aunque funcionalmente el complejo I-1II puede considerarse
de manera auténoma, para los estudios estructurales es necesario remitirse a los dos complejos
constituyentes; el complejo I (NADH ubiquinona oxidorreductasa) y el complejo III (ubiquinol
citocromo ¢ oxidorreductasa).
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L2.1. COMPLEJO 1

1.2.1.1. CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL

La primera enzima en la cadena respiratoria mitocondrial es la NADH:ubiquinona
oxidorreductasa o complelo I (EC 1.6.5.3). Cataliza la transferencia de los dos electrones del
NADH a través de diversos centros rédox de la enzima (FMN, centros ferrosulfuro), hasta el
aceptor natural de electrones; 1a ubiquinona o coenzima Q,, acoplanco la energfa de la reaccién
rédox a la translocacién de 3-5 protones de 1a matriz mitocondrial al espacio intermembrana
(Brown y Brand, 1988; Weiss y cols., 1991; Walker, 1992) generando un potencial de
membrana que posibilita la sintesis de ATP.

Es ]2 enzima respiratoria mds compleja, estando presente en todos los organismos. Se
ha aislado de E. Coli (Hayashi y cols., 1989), Neurospora crassu (Azevedo y cols., 1994),
Candida wtilis (Ragan, 1987) y en plantas, de Solanum tuberosum (Herz y cols., 1994). En
mamiferos se ha aislado de corazén de buey, no existiendo referencias bibliogréficas en otros
animales superiores. Estd constituida por al mencs 41 cadenas polipeptidicas {Walker, 1992)
con una masa molecular estimada actualmente en 900 kDa (Pilkington y cols., 1993). De éllas,
siete son codificadas por el ADN mitocondrial y los respectivos productos polipeptidicos son
sintetizados dentro de la mitocondria y al menos 34 subunidades conocidas codificadas por el
ADN nuclear, sintetizadas en los ribosomas citoplasmdéticos y transportados dentro de la
mitocondria y caracterizadas por anglisis de secuencia [para revisién ver Walker (1992)].

El origen de 1a considerable diferencia en la complejidad de este complejo respiratorio,
entre los distintos organismos, no estd clara asf como Ia funcién exacta de algunas de las
subunidades. Algunas de las protefnas adicionales, pueden conferir otras actividades
enzimdticas ¢ ser necesarias para el acoplamiento del complejo. Asf, en N. crassa (Sackmann
y cols., 1991) y en buey (Runswick y cols., 1991), se ha detectado una asociacién estrecha
entre una actividad transportadora de grupos acilo con el complejo I, lo cual sugiere la
existencia de otras, hasta ahora desconocidas funciones bioquimicas en este multimero
enzimdtico. La relacién entre 1a actividad acil y la del complejc I permanece desconocida.

La enzima puede ser extrafda y purificada de la mitocondria por tratamientoc con
detergentes de sales biliares, seguido de fraccionamiento con sales de amonio (Hatefi y cols.,
1962a, Heron y cols., 1979). La enzima aislada es capaz de catalizar la transferencia de
electrones del NADH a un gran nimero de aceptores artificiales as{ como a su aceptor natural;
la ubiquinona (Ragan, 1976).
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Los centros rédox del complejo no se conocen atin en su totalidad; se sabe que contiene
FMN, ubiquinona, cuatro centros ferrosulfurc detectables por EPR, denominados N1b, N2,
N3 y N4), reducibles por NADH (Ohnishi y cols., 1981, 1985) y posiblemente dos o més
centros ferrosulfuro, EPR silentes y no reducibles por NADH (Hatefi, 1985).

Debido a Ia gran complejidad de la enzima, los diferentes fraccionamientos de la
enzima en subcomplejos han facilitado los estudios funcionales, encaminados al conocimiento
de la secuencia de los centros rédox y del mecanismo de accién de la enzima, asf como los
estudios estructurales mediante el empleo de agentes de entrecruzamiento (Yamaguchi y
Hatefi, 1993), que han posibilitado una visién topoldgica sobre la disposicién de las
subunidades en el complejo. De esta forma, el fraccionamiento del complejo I con perclorato
mas sulfato aménico a permitido identificar los elementos funcionales del complejo:

a} Una flavoproteina (FP) con tres subunidades de masas moleculares 51, 24 y 10 kDa.
Manifiesta actividad catalftica. Transfiere electrones del NADH al ferricianuro, y posee
actividad enzimdtica con andlogos de NAD y varios aceptores artificiales de electrones como
3-acetil piridina, 2,6 dicloroindofenol y menadiona, pero no es capaz de transferir electrones
a la ubiquinona y no es sensible a rotenona (Galante Y Hatefi, 1979).

b) Protefna ferrosulfurada (IP) con seis o siete subunidades de masas moleculares de 75, 49,
30, 18, 15, 13 y posiblemente 20 kDa (Ragan, 1987; Masui y cols., 1991) que parece contener
algunos de los centro ferrosulfuro.

¢) Fraccién insoluble (HP) que contiene 15 polipéptidos entre los que se encuentran todas
las subunidades codificadas por el ADN-mt. No hay evidencia de que mantenga su integridad
estructural durante el proceso de fraccionamiento.

Por otra parte, el uso de detergentes no desnaturalizantes como N,N dimetildodecil
N-oxido (LDAOQO) separa dos subcomplejos Ie y IB, los cuales representan los dominios
estructurales extrinseco e intrinseco respectivamente (Finel y cols., 1992).

a) El subcomplejo Ia, tranfiere electrones desde el NADH al ferricianuro y la
ubiquinona-1 y contiene alrededor de 22 subunidades, todos los Fe-S detectados por EPR y
los grupos prostéticos presentes en el complejo intacto. Comprende todas las subunidades de
los subcomplejos IP y FP.

b) El subcomplejo IB, contiene alrededor de 15 subunidades, marcadamente
hidrofébicas. No contiene ningtin Fe-S, y no se le atribuye ninguna funcién bioldgica.
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Recientes estudios en cristalizacién del complejo I por andlisis de imagen de
micrografias de electrones, indican que la enzima es un dimero que parece contener un hoyo
central abierto que puede representar el centro activo hendido de la protefna (Van Belzen y
cols., 1990; 1992).

Tabla I-2. Composicién pelipeptidica del complejo I en corazén de buey.

M (kDa)* NOMENCLATURA® COMENTARIOS®
75 75 kDa (IP) [4Fe-4S], [2Fe-28] ?
51 51 kDa (FP) FMN, [4Fe4S]; NADH
50 ND35
49 49 kDa (IP)
42 42 kDa
39 39 kDa, ND4
30 30 kDa, ND1, ND2
24 24 kDa (FP) [2Fe-28] ?
23 TYKI 2 x [4Fe45]
22 B22, PDSW
20 PSST
19 PGIV protefna ferrosulfurada ?
19 ASHI protefna ferrosulfurada ?
18 B18, 18 kDa (IP)
16.5 B17
i6 SGDH
15 B15,13 k>a (IF), ND3
14 B14
13 B13, 13 kDa (IP)
13 15 kDa (IF)
12 BI2
10 10 kDa (FP), ND4L
9 B9, MLRQ
8 SDAP Transportadora de grupos acilo
8 B8
7.9 AGGG
7.5 MWFE
7 MNLL
6 KFYI
n.d.* ND6

* Determinada por electroforesis empleando el método de Schiigger y cols. (1986).

® Segiin Walker (1992).
° Asociacién entre elementos funcionales y estructurales con subunidades del complejo (Walker, 1592).
* n.d.: no detectada en gel. La masa molecular determinada por andlisis de secuencia es de 19105.6 Da.
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1.2.1.2. ALTERACIONES EN EL. COMPLEJO I
1.2.1.2.1. Patologias asociadas al ADN mitocondrial

Un gran nimero de enfermedades humanas han sido asociadas con defectos en el
proceso de traslocacién de protones en las enzimas de la cadena respiratoria de la mitocondria.
Alrededor del 38% del genoma mitocondrial codifica subunidades del complejo I, siendo las
alteraciones asociadas a este complejo las mds comunes. Las enfermedades afectan
predominantemente a érganos con gran demanda de ATP como cerebro y miisculo esquelético;
a €stos les siguen, por orden decreciente de severidad, el corazdn, rifién e higado. La pérdida
de la capacidad respiratoria puede ser compensada en algunos tejidos, mientras que en otros,
puede alcanzar niveles que produzcan una alteracién irreversible.

Se han descrito numerosas mutaciones puntuales que afectan a cuatro de las siete
subunidades mitocondriales del complejo I y que dan lugar a diversas patologfas como la
neuropatia dptica hereditaria de Leber (LHON}), la epilepsia miocrénica con fibras rojas
rasgadas {MERF), la encefalopatfa mitocondrial, la acidosis ldctica severa (MELAS), la
necrosis infantil estriatal bilateral y el sindrome de Kearns-Sayre (Wallace, 1989, 1992).
También se ha asociado a la enfermedad de Parkinson (Breakefield, 1992) y al sindrome de
Huntington (Parker y cols., 1990).

1.2.1.2.2. Implicaciones del complejo I en el envejecimiento: alteraciones fisiopatoldgicas

Debido a las peculiares caracterfsticas del ADN mitocondrial, expuestas anteriormente,
la acumulacién de mutaciones mitocondriales a lo largo de la vida, conduce a la progresiva
pérdida de la funcién respiratoria en las células, contribuyendo a los procesos de
envejecimiento y a varias enfermedades degenerativas (Linnane y cols., 1989). Estudios
realizados en humanos relacionados con 1a edad de los individuos, indican una disminucién en
la actividad de ]a cadena respiratoria en mitocondria de misculo esquelético (Trounce y cols.,
1989) y en corazén (Miiller-Hocker, 1989). Por otra parte, se han descrito varias mutaciones
que afectan al ADN mitocondrial, relacionadas con la edad. Una de éllas consiste en la
delecién de 7 kb que comprende cinco subunidades del complejo I en pacientes de 70 afios
(Sugiyama y cols., 1991; Katayama y cols., 1991). Otra delecién de igual magnitud afecta a
individuos con enfermedades hepdticas (Yamamoto y cols., 1992). El complejo I también
parece implicado en la enfermedad neurodegenerativa de Alzheimer, al encontrarse una
mutacién puntual en el gen ND2 en cerebros de 10 de 19 victimas de la enfermedad (Lin y
cols., 1991).

10
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1.2.2. COMPLEJO III

El complejo III, ubiquinol citocromo ¢ oxidorreductasa (EC 1.10.2.2) de la cadena
respiratoria, también conocido como complejo be,, es un complejo multiproteico integral de
la membrana interna mitocondrial que cataliza la transferencia de electrones desde el ubiquinol
al citocromo ¢ captando dos protones de la matriz, generando un gradiente de protones a través
de la membrana interna mitocondrial con un balance total de cuatro protones por cada dos
electrones transferidos. (Hinkle y cols., 1991). Esto genera un potencial de membrana
suficiente para la sfntesis de ATP. Complejos homdlogos estdn implicados en el transporte de
electrones fotosintéticos en cloroplastos y algas cianoficeas (Hauska y cols., 1983). Los
componentes rédox esenciales son dos citocromos b, un citocromo ¢, un centro Fe-S y
ubiquinona.

La enzima se ha zislado de mitocondria de levadura (Sidhu y cols., 1982), plantas
(Berry y cols., 1991), Neurospora crassa (Weiss y Juchs, 1978) y bacterias (Hashimoto y
cols., 1982). En animales superiores se ha aislado a partir de corazén de buey (Hatefi y cols.,
1962D).

Por electroforesis en geles de poliacrilamida se ha resuelto el complejo en 11
subunidades (Schigger y cols., 1986; Usui y cols.,1991), cuyas secuencias de aminoécidos han
sido determinadas (Gencic y cols., 1991).

Tabla I-3. Composicién polipeptidica del complejo IIX de corazdén de buey.

M (kDa)" NOMENCLATURA COMENTARIOS®
49 I Core 1

47 I Core II

43.7 mr Unién a citocromo b
27.9 v Unién a citocromo ¢
25 v protefna ferrosulfurada
13.4 vl Unién a ubiquinona
9.5 VI

9.2 Vi Hinge protein

8.0 X Unién a DCCD

7.2 X

6.4 X1

* Masa molecular determinada por electroforesis segiin el método de Schigger y cols. (1986).
® Asociacién entre elementos funcionsles y estructurales con las subunidades del complejo.

11
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La informacion estructural del complejo es muy limitada. La topologfa del complejo
se ha estudiado a partir de estudios de digestién por proteasas, modificacién quimica, estudios
de entrecruzamiento con carbodiimidas y agentes homofuncionales y por microscopia
electrénica (Gonzdlez-Halphen y cols., 1988). A partir de estudios sobre cristales
bidimensionales (Leonard y cols., 1981), experimentos de velocidad de sedimentacién (De
Vries, 1985) e inhibidores (Nieboer y Berden, 1992), se ha demostrado que la enzima aislada
es un dimero. Hasta hace unos afios no ha sido posible la obtencidn de cristales estables de la
enzima (Wen-Hai y cols., 1991), adecuados para la obtencién del patrén de difraccién de
rayos X (Berry y cols., 1991), pero hasta la fecha no se ha ofrecido ningin modelo
tridimensional de la enzima.

12
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La mayor parte de los estudios sobre envejecimiento se centran en Ja mitocondria y en
las lesiones morfoldgicas y bioqufmicas que se producen en Ia misma con la edad, como
orgdnulo responsable de la transduccién energética en la célula, y a fin de ayudar a esclarecer
un sintoma evidente del envejecimiento; la falta de energfa. Estos procesos podrian estar
relacionados, con mucha probabilidad, con la presencia en la mitocondria de un ADN propio,
muy susceptible al deterioro a lo largo de 1a vida y que codifica algunas subunidades de los
complejos respiratorios.

El propésito del presente trabajo puede resumirse en los siguientes puntos:

1.— Estudio de las variaciones morfolégicas de 1a mitocondria con la edad, mediante
la determinacién por microscopfa electrénica de pardmetros morfolégicos
mitocondriales, tales como el drea total de la mitocondria y la densidad de volumen de
las crestas mitocondriales.

2.— Caracterizacién funcional de la mitocondria durante el envejecimiento, estudiando
pardmetros funcionales implicados en la homeostasis de la membrana interna
mitocondrial como son el consumo de oxigeno y la entrada de calcio, as{ como los
niveles de ATP presentes en la mitocondria.

3.- Investigar el comportamiento de la cadena respiratoria durante el desarrollo y el
envejecimiento determinando las actividades enzimdticas de los complejos implicados.

4.— Interpretar las posibles variaciones observadas en la actividad de los diferentes
complejos respiratorios, realizando, en los casos mas destacados, dos tipos de estudios:

a) Estudios funcionales, mediante la cuantificacién de los grupos cataliticos que
intervienen en el proceso de transduccién energética, tales como grupos

prostéticos y centros ferrosulfuro.

b) Estudios estructurales a nivel molecular, comparando los patrones
electroforéticos de las tres edades consideradas en el estudio, mediante:

— Implementacién de un algoritmo matemdtico con objeto de obtener un
densitograma promedio para cada edad y determinar las variaciones

14
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significativas en el contenido de las diferentes subunidades que componen los
complejos respiratorios.

- Utilizacién del pardmetro Fold con el fin de establecer la similitud entre los
distintos densitogramas.
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II1.1. MATERIALES

I.1.1. INSTRUMENTACION

Agitador de balanceo de SBB® modelo AB-2.

Analizador automdtico de imédgenes IBAS de Kontron.

Aparato de ultrafiltracién de agua Millipore® modelo Milli-Q.
Balanzas Precisa 125 A y 300M.

Bafio termostatizado Unitronic 320 OR de P. Selecta.

Cémara fria a 4°C.

Cdmara oscura para revelado.

Centrifuga de mesa Biofuge B de Heraeus.

Centrifuga Sorwall® RC-5B.

Congeladores de —20°C y de —80°C.

Contador de centelleo liquido Interchnique-3000L.

Cubeta de electroforesis de Hoeffer HSI, modelo SE 600.
Densitémetro ldser de Molecular Dynamics equipado con el programa ImageQuant™,
Electrodo de oxfgeno Clark (Yellow Spring, EEUU).
Espectrofotémetro Uvicon 940 de Control Instruments.
Espectrofotémetro Spectronic 601 de Milton Roy Company.

Estufa modelo 210 de P. Selecta apta para 200°C.

Fluorémetro SLM Aminco serie 2.

Fuente de alimentacién de Pharmacia modelo EPS 500/400.
Homogenizador Omni-Mixer de Sorwall® con émbolo de teflén.
Lector de ELISA SLT de Lab Instruments.

Luminémetro Wallace LK~13 1250.

Microscopio electrénico Jeol 200.

Ordenador DELL Dimension XPS P60 con procesador Pentium™ de intel inside®.
pH-metro PHM 82 de Radiometer Copenhagen con electrodo Crison.
Sonicador Sonifier 450.

Speed Vac concentrador Savant, modelo VP100.

Ultracentrifugas Beckman® modelos L5-50 y XI.-90 con rotor SW28,
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1.1.2. REACTIVOS

Todos los productos quimicos empleados en la realizacién de la presente Tesis Doctoral
han sido de la mdxima pureza analftica comercialmente disponible. La procedencia de los
reactivos de usc mds especffico se indicard a medida que aparezcan en el texto.

T.1.3. MATERIAL BIOLOGICO

Los estudios se han desarrollado con ratas Wistar hembras, sin distincién de sexo en
lactantes ya que se trabajé con camadas. Los animales se mantuvieron en jaulas de pldstico en
habitacién a 22°C, con ciclos naturales dfa—noche, dieta equilibrada y libre acceso al agua.

Se seleccionaron tres grupos de animales: ratas lactantes (15 dfas), ratas adultas (4-6
meses) y ratas viejas (26-30 meses). Los animales se sacrificaron por decapitacion e
inmediatamente se procedio a la extraccion del higado y purificacién de las mitocondrias.

II1.2. PURIFICACION DE MITOCONDRIAS

II1.2.1. AISLAMIENTO DE LAS MITOCONDRIAS

Las mitocondrias se aislaron a partir de higados de ratas de las tres edades
seleccionadas, por el método de Gazzoty y cols. (1979). El higado de Ia rata recién sacrificada
se troced finamente y se lavd varias veces con tampén Tris—-HCI1 10 mM, pH 7.4, conteniendo
sacarosa 0.25 M y EDTA 0.5 mM, previamente enfriado a 4°C. Se afiadieron 10 ml de
tampoén por mg de tejido ¢ inmediatamente se transfirié a un homogenizador con émbolo de
teflén aumentandc progresivamente la velocidad a medida que se introdujo el émbolo hasta el
fondo. La operacién se repitié dos veces. El homogenizado se filtrd en gasa y se centrifugd
a 800 g durante 10 minutos. El sobrenadante se decant6 cuidadosamente sobre gasa para
eliminar la grasa y se centrifugé a 10000 g durante 8 minutos. El sobrenadante se descart6 y
el sedimento se resuspendié en un volumen de tampdn (igual al anterior pero sin EDTA) 2.5
veces el peso inicial del higado. La resuspension se ha de llevar a cabo cuidadosamente con
una varilla de vidrio redondeada con objeto de no romper las mitocondrias. La suspension se
volvi6 a centrifugar a 10000 g durante 8 minutos. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado
se resuspendid en el mismo tampén y se centrifugé como en la etapa anterior, repitiéndose la
operacién dos veces més, Todo €l proceso se lleva a cabo a 4°C y con la mayor rapidez posible
con objeto de evitar en lo posible el consumo de sustratos enddégenos de las mitocondrias.
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I01.2.2. CRITERIOS DE PUREZA

Se eligieron los siguientes marcadores enzimdticos para determinar la pureza de las
mitocondrias: §° nucleotidasa (membrana plasmdtica); glucosa—6 fosfatasa (microsomas),
citocromo ¢ oxidasa (membrana interna mitocondrial), monoamino oxidasa (membrana externa
mitocondrial) y malato~-NADH oxidorreductasa (matriz mitocondrial). Las determinaciones
enzimdticas se llevaron a cabo tanto en el sobrenadante como en el precipitado de la dltima
centrifugacién del procesc de purificacién de las mitocondrias. Los ensayos realizados se
describen mé4s adelante en el apartado IILS.2.

IM.2.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y FUNCIONAL
11.2.3.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Los estudios morfol6gicos se llevaron a cabo en un microscopio electrénico Jeol 200.
Las porciones de las fracciones mitocondriales se fijaron por inmersién en tampdn cacodilato
sédico 0.1 M, pH 7.2, conteniendo 2.5% de glutaraldehido y 4% de sacarosa y postfijadas en
tetra6xido de osmio en el mismo tampén toda Ia noche seguido por deshidratacién por medio
de alcohol y embebidas en Epon.

Los estudios estereolégicos se realizaron determinando los pardmetros mitocondriales
de densidad de volumen y densidad numérica de las crestas mediante un analizador automético
de imdgenes IBAS (Kontron, R.F.A.) por el procedimiento de Weibell (1979) para el andlisis
de 4reas.

11.2.3.2. CONSUMO DE OXIiGENO

La velocidad de consumo de oxigeno se determind utilizando un electrodo de oxigeno
tipo Clark (Yellow Spring, EE.UU.) calibrado con ditonito sédico siguiendo el procedimiento
de Carafoli y Semenza (1979). Los experimentos se llevaron a cabo en una cubeta
termostatizado a 27°C +1, con agitacién moderada constante. La reaccién se inicid con la
adicién de 1-2 mg de protefna mitocondrial y succinato potdsico hasta una concentracién final
de 5 mM a un medio que contenfa Tris-HCi 5 mM, pH 7.4, KCl 120 mM, fosfato inorgdnico
2 mM y rotenona 12 pg/mg de protefna. Transcurrido un minuto se afiadié a la suspensién
ADP hasta una concentracién final de 0.14 mM con objeto de estimular la respiracién. El
potencial se midi6 hasta que la mitocondria volvié a su estado de respiracién lenta.
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II1.2.3.3. CINETICA DE TRANSPORTE DE CALCIO EN LA MITOCONDRIA

La entrada de calcio en la mitocondria se determind por ¢l método de Borle (1975). La
mitocondria (0.6-0.7 mg de protefna/ml) en tampén Tris—=HCl 10 mM, pH 7.4 que contenfa
sacarosa 125 mM, succinato potédsico 10 mM, cloruro magnésice 4 mM, fosfato inorgénico
4 mM, ATP 5§ mM, cloruro potdsico 33 mM y una concentracién final de Ca®* de 5 uM se
incubd a 25°C con agitacién constante. La reaccién se inicié por la adicién de 2 uCi de
“Ca?*/ml. A diferentes intervalos de tiempo (10, 20, 30, 60 y 90 segundos) se recogi6 1 ml
de la mezcla de incubaci6n y se separé la mitocondria mediante filtracién a traves de filtros
Millipore de 0.25 u de poro.

Los filtros se lavaron inmediatamente después con 2 ml de medio frio (4°C) con el fin
de parar la reaccién y se introdujeron en tubos que contenfan 5 m! de I{quido de centelleo. La
radioactividad se midié en un contador de centelleo liquido Interchnique-3000L. Cada medida
se realizd por duplicado.

I11.2.3.4, DETERMINACION DEL CONTENIDO TOTAL DE ATP EN LA
MITOCONDRIA

El contenido total de ATP se determind en mitocondrias tanto en el estado 3
(respirantes) como en el estado 4 {de reposo) por el método descrito por Stanley y Williams
(1969). Las mitocondrias fueron resuspendidas en tampén Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, KCI 120
mM, fosfato inorgdnico 2 mM y rotenona 12 ug/mg de protefna. Para inducir la respiracion
se afiadieron ADP y succinato potdsico hasta concentraciones finales de 1 y 10 mM
respectivamente.

Un ml de cada una de las suspensiones mitocondriales (tanto en mitocondrias en el
estado de reposo como en las activadas con ADP y succinato potdsico), se incubaron a la
temperatura de 25°C durante 2 minutos con agitacién suave y se afiadié 1 ml de 4cido
perclérico al 8% (v/v). Las suspensiones se sonicaron durante 30 segundos y se centrifugd
12000 g durante 5 minutos. El pH del sobrenadante se ajusté a 7.5. A continuacién, se
diluyeron 200 pl del sobrenadante hasta 1 ml con Tris—=HCI 10 mM, pH 7.5 que contenia
EDTA 2.5 mM y se afiadieron 100 ul de luciferasa.

Finalmente, el contenido total de ATP en la mezcla de incubacién se determiné
utilizando un luminémetro Wallace LK-13 1250.
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I.3. PURIFICACION DEL COMPLEJO I-III

Aunque existen varios métodos para la purificacién en animales superiores de los
complejos I; Hatefi y cols. (1962a), Ragan (1987) y Finel y cols. (1992) y para el complejo
III; Hatefi y cols. (1962b), Yu y Yu (1980), Schigger y cols. (1986), sdlo se han descrito dos
métodos especificos para la purificacion del complejo I-1I1; Hatefi y cols. (1961) y Hatefi y
Rieske (1967a), en corazén de buey, basados en la precipitacién fraccionada de las proteinas
mitocondriales con reactivos caotrépicos, aunque el segundo es en realidad un método
mejorado del primero. El complejo I-III obtenido por estos métodos puede fraccionarse en el
complejo I (Hatefi y Rieske, 1967b) y en el complejo IIT (Rieske, 1967). No existen datos
bibliograficos para la purificacién del complejo I-III ni de ningiin otro complejo de la cadena
respiratoria mitocondrial en rata.

1.3.1. OBTENCION DEL COMPLEJO I-IIX

El complejo I-III se purificé por ¢l método de Hateft y Rieske, (1967a). El método
consiste en el fraccionamiento de la membrana mitocondrial interna por tratamiento con
deoxicolato potdsico y precipitacién selectiva de las proteinas mitocondriales mediante el
empleo de acetato aménico.

La purificacién del complejo se ha efectuado en una ultracentr{fuga Beckman XIL~90
con un rotor tipo SW28 (r,=16.1 ¢cm), que no permite alcanzar las 30000 rpm necesarias en
las centrifugaciones del proceso de purificacién. Por esta razén, ha sido precise alargar los
tiempos de centrifugacién en la medida necesaria para obtener una duplicidad en la carrera.
Los valores de los tiempos de centrifugacién adaptados para 28000 rpm aparecen entre
paréntesis junto a las centrifugaciones del método original que se describe a continuacidn.

A) REACTIVOS

— Sacarosa 0.25 M
— Tampén Tris—Sacarosa-Histidina (TSH), pH 8.0:
Sacarosa 0.66 M
Tris 50 mM
Histidina 1 mM
— Acetato aménico saturado al 50% (740 g/l agua)
— Deoxicolato potdsico al 10% (p/v), pH 8.0
— Tampén Tris-HCI 10 mM, pH 8.0
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B) PROCEDIMIENTQO

Las mitocondrias aisladas por el procedimiento descrito en el apartado IIT.2.1., se
resuspendieron tras la ltima centrifugacién en sacarosa 0.25 M hasta una concentracién entre
50-70 mg/ml, congeldndose a —20°C hasta su uso. Las mitocondrias se descongelaron a
temperatura ambiente diluyendo con sacarosa 0.25 M hasta 30 mg/ml, homogenizando en un
homogenizador de vidrio; posteriormente se centrifugé a 30000 rpm durante 20 minutos (23
minutos). El precipitado se resuspendié en tampén TSH hasta ajustar la concentracién de
protefna a 23 mg/ml. Si aparece en el fondo del tubo un precipitado marrén mds oscuro, éste
debe despreciarse, para coger solo la suspensién que esté por encima.

Una vez resuspendido el precipitado, se afiadi¢ deoxicolato potdsico al 10% (p/v) a una
concentracion 0.3 mg de deoxicolato/mg de protefna, seguido de KCl a una concentracién de
72 g/l (la suma de los volimenes de la suspensién motocondrial mé4s el volumen de
deoxicolato). Una vez disuelto el KCl se centrifugé a 30000 rpm durante 30 minutos (35
minutos). El precipitado verde contiene el complejo IV de la cadena respiratoria y puede
conservarse a —70°C para su posterior purificacién. Al sobrenadante rojo claro, que contiene
los restantes complejos mitocondriales, se afiadieron 0.25 volimenes de agua destilada frfa y
se volvid a centrifugar 30 minutos a 30000 rpm (35 minutos). Se descart$ el residuo verde
oliva y el sobrenadante se colocé en membranas de didlisis de 2-2.5 cm de anchura,
dializdndose frente a 8-10 voliimenes de tampén Tris—-HCI 10 mM, pH 8.0 durante 3 horas
en cdmara fria. La mezcla turbia se centrifugd 75-90 minutos a 30000 rpm (86-105 minutos).
El sobrenadante amarillo contiene €l complejo V y puede almacenarse a —=70°C. El precipitado
rojo oscuro se resuspendié y homogenizé suavemente en un pequefio voliimen de TSH y se
almacen¢ hasta su uso a —20°C.

El precipitado se descongel6 a temperatura ambiente homogenizando suavemente para
evitar la formacién de espuma y se ajusté la concentracién con tampén TSH a 10 mg/ml. Se
afiadi6 deoxicolato potdsico a una concentracién de 0.5 mg/mg de protefna seguido de NH,AC
saturado al 50% a una concentracién de 16.5 ml/100 ml (volumen total de la suspensién). Se
esperé 15 minutos a 0°C y se centrifugd a 30000 rpm 30 minutos (35 minutos), El
sobrenadante rojo se traté con 5-6.5 m! de NH,AC al 50% /100 ml. Tras esperar 15 minutos
a 0°C se centrifugé a 30000 rpm 30 minutos (35 minutos). Se deseché el precipitado y se
aitadi6 al sobrenadante 3.3 ml de NH,Ac/100 ml de suspensién. Se esperé 15 minutos a 0°C
y se centrifugé a 30000 rpm durante 45 minutos (52 minutos). El sobrenadante rojo contiene
el complejo II-III. El sedimento, que consiste en un material denso marrén rojizo que contiene
el complejo I-III, se resuspendié con TSH, conservdndose a —20°C con pérdida de poca
actividad. El proceso se esquernatiza en la figura IIT-1.

22



MATERIALES Y METODOS

MITOCONDRIA (Gazzoty y cols., 1979)
-20°C, 50-70 mg/ml
Diluir & 30 mg/ml con sacarosa 0.25 M
[
28000 rpm 23°

A

sobrenadante precipitado (P1)
ajustar & 23 mg/ml con TSH

1) deoxicolato 10% (0.3 mg/mg proteins)

HEKC72 glll
28000 rpm 35°
sobrenadante (S2) precipitado
0.25 v[H,O a 0°C {complejo IV)
28000 rpm 35"
sobrenadante precipitedo
Diglizar 3 h en Tris/HC} 50 mM, pH 8.0
1
28000 rpm 105°

sobrenadente precipitado (P4)
{complcjo V) ajustar con TSH & 10 mg/ml

1) deoxicolato 10% (0.5 mg/mg protcina)
2) NH Ac 50 % (16.5 ml/100 mI)

3H15'a0°C
]
28000 rpm 35°
sobrenadante precipitado
I) NH Ac 50% (6 ml/100 ml)
2)15’a 0°C
!
28000 rpm 35°
sobrenadante precipitado
1) NHA¢ 50% 3.3 ml/100 ml)
2) 15° ? 0°C
28000 rpm 52°
sobrenadante precipitado {P7)
{complejo II-ITT) COMPLEJO I-1II

Figura I0-1. Purificacién del complejo I-IIX por el método de Hatefi y Rieske (1967a). En negrilla se muestran
las etapas seleccionadas para el seguimiento del proceso de purificacién.
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111.3.2. CRITERIOS DE PUREZA

Para seguir el proceso de fraccionamiento de la mitocondria y purificacién del complejo
111, se seleccionaron diversas etapas del proceso ensaydndose las actividades enzimdticas de
las siguientes enzimas mitocondriales: malatc deshidrogenasa (malato-NADH oxidorreductasa)
de la matriz mitocondrial, citocromo ¢ oxidasa, succinato—citocromo ¢ oxidorreductasa,
succinato-coenzima Q oxidorreductasa y NADH—citocromo ¢ oxidorreductasa de la membrana
interna mitocondrial . Los ensayos efectuados se describen mds adelante en el apartado INI.5.2.

I1.4. ELECTROFORESIS EN GELES DE TRICINA

De todos los sistemas descritos en la bibliograffa, tan solc el método de Schagger y
cols. (1986) permite 1a resolucién de todas las subunidades del complejo III. El sistema de
electroforesis en geles de poliacrilamida de Swank y Munkres (1971) con 12.5% T, 3% Cy
urea 8 M, requiere mucho tiempo de electroforesis y sin gel de apilamiento, provoca la
difusién de las bandas, a la vez que 1a curva de calibrado no conserva la linealidad en todo el
gel, ocurriendo una ruptura entre 1020 kDa. El sistema de Merle y Kadenbach (1980) con
16.5% T, 3% C con glicerol y/o urea presenta el mismo problema en la linealidad del
estdndar. Ambos no separan la protefna de 9.175 kDa de la de 9.5 kDa. Por otra parte, es
necesario el empleo de un procedimiento de tincién modificado ya que las disoluciones
metandélicas no tifien la subunidad de 8 kDa.

El poder de resolucién del método de Schigger y cols., se incrementa al disminuir el
masa molecular de las protefnas. El método, descrito originariamente para la resolucién del
complejo III, presenta una resolucién 6ptima en el rango de separacién de 2-100 kDa,
intervalo en el que se encuentran todas las subunidades del complejo I-III. Por otra parte, la
representacién semilogaritmica de la regresién lineal entre las movilidades relativas de las
bandas y sus masas moleculares presenta un comportamiento lineal en todo el rango de
separacion.

El sistema de gel puede también ser usado para separacién preparativa de pequefias
protefnas y fragmentos de protefnas para secuenciacién de aminodcidos y para la separacin
de subunidades protefcas unidas covalentemente con inhibidores de transporte de protones y
electrones. El uso de 1a urea puede conducir al bloqueo de los grupos amino y su empleo debe
evitarse. La glicina usada en el método cldsico de Laemmli (1970) se reemplaza por la tricina.
De esta forma se eliminan las dificultades en la preparacién de las muestras para secuenciar
amino4cidos.
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A) PREPARACION DEL GEL

Se utilizaron geles de dimensiones 16x18x0.15 cm. Las disoluciones patrén empleadas
en la electroforesis se muestran en la tabla III-1. Todas las discluciones deben filtrarse y
desgasificarse previamente y pueden conservarse a temperatura ambiente excepto la
acrilamida/bisacrilamida que debe mantenerse a 4°C.

Tabla III-1. Disoluciones patrén empleadas en Ja electroforesis en geles de poliacrilamida.

Disoluciones Tris (M) Tricina (M) HCl (M) SDS (%)
Tampén dnodo™ 0.2 — — —
Tampdn cdtodo 0.1 0.1 — 0.1
Tampdn gel 3.0 — 1.0 0.3
Acrilamida/ 48% Acrilamida (p/v)/
bisacrilamida 1.5% bisacrilamida (p/v)

* Ajustado a pH 8.9 con HCL

Entre las placas de cristal, limpias y secas, se vacid el gel separador (tabla III-2)
previamente desgasificado junto a 100 ul de persulfato aménico al 10% (p/v) fresco y 10 pul
de TEMED, por cada 30 ml de disolucién, dejando polimerizar el gel durante 20 minutos.
Para asegurar una interfase regular entre el gel separador y el gel concentrador, se cubrid la
superficie superior con un pequefio volumen de isobutanol al 10% (v/v). Una vez polimerizado
el gel, se decantd y se lavé con abundante agua para eliminar el isobutanol. Posteriormente se
afiadi6 el gel concentrador, preparado con las cantidades que se especifican en la tabla ITI-2
y conteniendo 100 ul de persulfato aménico al 10% y 10 ul de TEMED, por cada 12 ml de
disolucién, dejando polimerizar durante 15 minutos.

Tabla ITT-2. Composicidn del gel separador y del gel concentrador.

Gel separador 16%
Componentes 0.15 cm 0.075 cm Gel concentrador 4%
Acrilamida/ 20 ml 10ml 1 ml
bisacrilamida
Tampén gel 20 ml 10 ml 3ml
Glicerol 8¢z 4g —
Agua hasta 60 ml 30 ml 12 ml
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Los geles preparados presentan las siguientes caracter{sticas: gel concentrador, 4% de
acrilamida (4.125% T, 3% C); gel separador, 16% de acrilamida {16.5% T, 3% C).

B) PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestas fueron incubadas en tampén Tris-HC] 50 mM, pH 6.8, SDS al 5%,
glicerol al 15%, B—mercaptoetanol al 2% y azul de bromofenol al 0.003%. Posteriormente
fueron sumergidas en agua hirviendo durante 3 minutos para la reduccién de las muestras.

C) CONDICIONES DE ELECTROFORESIS

Como marcadores de pesos moleculares se utilizé el estindar Broad (Biorad) y para el
seguimiento de la electroforesis se incluyeron en el gel 15 pl de estandar Broad preteitido
proporcionado también por Biorad.

La electroforesis se Ilevé a cabo en un aparato Hoeffer SE 600 a temperatura ambiente
usando una fuente de alimentacién Pharmacia EPS 500/400 bajo la siguientes condiciones:

1-2 horas a 30 V (15 mA) hasta que las muestras penetraron totalmente en el gel
separador,

15-18 horas a 50 mA constantes (el voltaje se elevé de 80 a 250 V).

D) TINCION DE LOS GELES

Las bandas fueron fijadas previamente en una disolucién con metanol al 50% y acido
acético al 10% durante 3 horas. La tincién se llevé a cabo sumergiendo los geles en una
disolucién de azul de Coomassie R~250 al 0.1% y 4cido acético al 10% durante 4 horas. Los
geles se destifieron con una disolucién de 4cido acético al 10%.

I1.5. METODOS ESPECTROSCOPICOS
II1.5.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

La concentracién de protefna en todas las muestras se llevd a cabo por el método
colorimétrico de Bradford (1976) basado en la formacién de un complejo entre el colorante
azul de Coomassie G-250 y aminodcidos bdsicos y aromdticos de las protefnas. Las medidas
se llevaron a cabo en un espectrofotémetrc Spectronic 601 a 595 nm usando ¢l reactivo Protein
Assay de Biorad y albimina de suero bovino como estdndar.
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IIL.5.2, DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Todos los ensayos de actividades enzimdticas se efectuaron in sifu, a la temperatura
adecuada, excepto en algunas determinaciones del complejo I-III que se realizaron con
muestras de mitocondria o de complejo congelados a —70°C durante un periodo mdximo de 10
dias, en el que la enzima conserva {ntegra su actividad.

Para las determinaciones en el complejo I-I purificado, y con el fin de reconstitufrio,
se afiadié previamente a la mezcla de ensayo 1 mg/m! de una suspensién (40 mg/ml) de
fosfatidilcolina tipo IV-S de semilla de soja (Sigma) sonicada en tampén Tris=HC] 50 mM,
pH 7.4, que contenfa EDTA 1 mM y colato al 2% (p/v).

Los reactivos se prepararon el mismo dfa de los ensayos, © en su caso, mantenidos a
-20°C. Las medidas se efectuaron en cubetas desechables de pléstico para las determinaciones
en el visible y en cubetas de cuarzo para las determinaciones en el ultravicleta, ambas de 1 cm
de paso Gptico en un espectrofotdmetro Uvicon 940 de Kontrol Instruments de doble haz, con
compartimento de cubetas termostatizado.

Los valores utilizados en esta Tesis de los coeficientes de extincién molar de los
distintos croméforos han sido: NADH ey, ., = 6.22 10° M em™, DPIP ey ... = 20.5 10° M
cm’, citocromo ¢ €555, = 18.6 10° M cm’, benzaldehido €., = 12080 M cm™,

La actividad especifica de las enzimas se determiné segiin la relacién:
AE.= AAleclt
siendo AA, el incremento de absorbancia; At, el intervalo de tiempo considerado; e, el
coeficiente de extincién molar del croméforo; ¢, la cantidad de proteina y I, el paso 6ptico de
la cubeta,

I11.5.2.1. NADH UBIQUINONA OXIDORREDUCTASA

La actividad del complejo I (EC 1.6.5.3) de la cadena respiratoria se determind por el
método de Hatefi {1967b). Debido a la insolubilidad del aceptor natural, 1a ubiquinona 1, en
la mayorfa de los estudios sobre actividades enzimdticas se utiliza el andlogo decilubiquinona
o coenzima Q,. La enzima actia oxidando el NADH y transfiriendo los electrones a la
ubiquinona segin el siguiente esquema general:

2 NADH + coenzima Q —* 2 NAD" + (coenzima Q)H,
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En la cubeta de reaccién se afiadieron:
0.2 ml de tampén fosfato 0.1 M, pH 8.0
20 ul de NaN, 0.1 M neutralizada
100 ul ubiquinona 2 (Sigma), 1 mM
15 ul EDTA 1| mM
10 pl de protefna
agua bidestilada hasta 0.98 ml
Blanco: 0.98 de la mezcla de reaccién + 20 ul de tampdn.

Se incubd la mezcla a 37°C durante 2 minutos, afiadiéndose a la cubeta de muestra 20
¢l de NADH (Boehringer Mannheim) 15 mM. Se registré el descenso de absorbancia a 340
nm correspondiente a la oxidacién del NADH.

01.5.2.2. SUCCINATO COENZIMA Q OXIDORREDUCTASA

La succinate coenzima Q oxidorreductasa (EC 1.3.99.1) o complejo II de la cadena
respiratoria se ensay6 por el método de Ziegler y Doeg (1962), basado en la oxidacidén del
succinato segin la reaccién

Succinato + coenzima Q — fumarato + (coenzima Q)H,

La tasa de reduccién de la Coenzima Q por el succinato se determind indirectamente
siguiendo el cambio de color de un colorante reducible como el 2,6—diclorofenolindofenol
(DPIP), el cual es reducido rdpidamente por el ubiquinol o (Co Q)H,. En las condiciones del
ensayo el DPIP no se reduce en ausencia de coenzima Q.

Se colocaron en las cubetas termostatizadas a 38°C los siguientes reactivos:
0.1 ml de tampén fosfato potdsico 1 M, pH 7.0
0.1 ml de succinato potdsico 0.1 M, pH 7.0
15 ul DPIP (Sigma) 0.1 % en tampdn fosfato, pH 7.0
10 ul EDTA 1 mM
10 ul Triton X-100 1%
20 pl coenzima Q al 0.5 % en etanol
Agua destilada hasta 1 ml.

Se afiadieron 50-70 ug de proteina, registrdindose el descenso de absorbancia del
colorante a 600 nm.
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1I1L.5.2.3. UBIQUINOL CITOCROMO ¢ OXIDORREDUCTASA

El complejo III de la cadena respiratoria o complejo bc;, (EC 1.10.2.2) cataliza la
transferencia de electrones desde el ubiquinol hasta el citocromo ¢ de acuerdo al siguiente
esquema de reaccién:

Ubiquinol (QH,) + 2 cit ¢ [Fe**] — ubiquinona (Q) + 2 cit ¢ [Fe**]

La coenzima Q reducida (Q,H,) o ubiquinol se prepard por el método de Rieske
(1967b) del siguiente modo:
Se anadieron 10-50 mg de coenzima Q, o decilubiquinona suministrada por Sigma, disueltos
en 5 ml de etanol, a 15 ml de una disolucién de tampén fosfato 0.1 M, pH 7.4 que contenfa
sacarosa 0.25 M. A continuacién se afiadieron dos ml de ciclohexano y una punta de ditionito
para provocar la reduccidn, agitdndose vigorosamente la mezcla en un tubo cerrado y graduado
hasta decoloracién.

Una vez formada la fase de ciclohexano, se eliminé con una pipeta y se colocé en un
tubo cerrado. La fase acuosa se trata con ciclohexano para extraer la mayor cantidad posible
de la coenzima. Los extractos de ciclohexano mezclados, se evaporaron a vacio hasta que
aparecio en el fondo del tubo un residuo amarillo pélido. Este se disolvié en etanol puro hasta
una concentracién de 10 mg/ml. Para retardar la oxidacién de la coenzima Q reducida se
acidificé Ia solucidn alcohdlica con HC! diluido. La coenzima Q,H, se conserva en alicuotas
de 200 ul 2 —20°C durante varios meses.

La actividad enzimdtica se determiné por el métode de Yu y Yu (1980).

La cubeta de ensayo contenfa:
0.5 ml de tampdn fosfato 0.1 M, pH 7.4
0.25 ml NaN; 0.1 M
0.05 ml BSA al 10% (p/v)
10 pl Q,H, 15 mM
10 ul de protefna
agua hasta 0.9 ml
Blanco: 0.9 ml de la mezcla anterior + 0.1 ml de tampén

Las muestras se incubaron durante dos minutos a 37°C, afiadiéndose a continuacién 100
pl de citocromo ¢ oxidado al 1% (p/v) en tampén fosfato 0.1 M, pH 7.4, registrando el
espectro a 550 nm.
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I11.5.2.4, SUCCINATO CITOCROMO ¢ OXIDORREDUCTASA

La actividad del complejo II-TIT de la cadena respiratoria se determiné por el método
de Tisdale (1967). Se fundamenta en el aumento de absorbancia que experimenta el citocromo
¢ al reducirse en presencia de succinato, por la accién de 1a enzima. A fin de evitar la
reoxidacion del citocromo ¢ por Ia citocromo oxidasa fue necesario bloquear el dltimo paso
de Ia cadena respiratoria con un inhibidor especifico como es la azida s6dica o el cianuro
potésico.

Succinato -+ 2 citocromo ¢ [Fe**] — fumarate + 2 citocromo ¢ [Fe**]

La mezcla de reaccién contenfa:
0.1 ml de tampén fosfato 0.1 M, pH 7.4
0.1 ml de azida sédica 0.1 M
0.1 ml de succinato potdsico 0.1 M, pH 7
20 pl de EDTA 1 mM
50 ul de BSA al 10%
10 pul de protefna (1 mg/ml)
Agua bidestilada hasta 0.9 ml
Blanco: 0.9 ml de la disolucién anterior + 0.1 m! de tampén.

Se incubé la mezcla de reaccién a 37°C durante 2 minutes. La reaccién se inicié al
afiadir a la cubeta 0.1 ml de citocromo ¢ oxidade al 1% (p/v) disuelto en el tampén fosfato,
siguiéndose la cinética a 550 nm,

II.5.2.5. NADH CITOCROMO ¢ OXIDORREDUCTASA

La NADH citocromo ¢ oxidorreductasa o complejo I-1II de la cadena respiratoria (EC
1.6.99.3), cataliza Ia oxidacién del NADH segiin la ecuacién

NADH + 2 citocromo ¢ [Fe**] — NAD* + H* + 2 citocromo ¢ [Fe**]

La actividad enzimdtica del complejo se determiné por el método de Rieske (1967) en
la que la reduccién del ferricitocromo ¢ por el NADH se sigue espectrofotométricamente a 550
nm. También puede medirse siguiendo el descenso de absorbancia a 340 nm producido por la
oxidacién del NADH por el ferricitocromo ¢.
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Se afiadieron a la cubeta:
0.2 ml de tampén fosfato 0.1 M, pH 8.0
20 pl de NaN; 0.1 M neutralizada
20 ul NADH 15 mM
15 pl EDTA 1 mM
10 ul de protefna
agua bidestilada hasta 0.9 ml
Blanco: 0.9 ml de la mezcla anterior + 0.1 ml de tampén

Se incubd la mezcla a 37°C durante 2 minutos y se afiadieron a la cubeta de muestra
100 pl de ferricitocromo ¢ al 1% (p/v), registrando el espectro a 550 nm.

I11.5.2.6. CITOCROMO ¢ OXIDASA

La enzima citocromo ¢ oxidasa o complejo IV de la cadena respiratoria (EC 1.9.3.1)
cataliza la oxidacién del citocromo ¢ segun la reaccién:

Citocromo ¢ [Fe**] + 2 H* + %0, — citocromo ¢ [Fe**] + H,0

La actividad enzimdtica se ensay6 por el método de Smith (1955), basado en el
descenso de absorbancia del citocromo ¢ al pasar del estado reducido (ferrocitocromo c) al
oxidade (ferricitocrome ¢). El citocromo ¢ reducido se prepar$ por el procedimiento de
Sottocasa y cols. (1967) afladiendo a una disolucién 0.3 mM de citocromo ¢ oxidado en
tampén fosfato 75 mM, pH 7.5-8 unos granos de ditionito hasta cambio de color. Se agitd y
se centrifugd hasta que no se apreciaron burbujas. Se neutralizé con HCI diluido y se ajusté
la concentracién del citocromo ¢ reducido a 0.08 mM con el tampdn fosfato. El citocromo ¢
reducido se guardé en alfcuotas de 1 ml a -20°C.

La muestra de ensayo contenfa:
0.8 ml de tampén fosfato 75 mM, pH 7.4
0.1 m! de protefna (0.5 mg/m!)
Blanco: 0.9 m! de la mezcla anterior + 0.1 ml de tamp6n

Se afiadié 0.1 ml de citocromo ¢ reducido y se registré el descenso lineal a 550 nm.

También puede seguirse la cinética polarogrificamente, midiendo e! consumo de
oxigeno de acuerdo con el método de Sottocasa y cols. (1967).
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I11.5.2.7. MONOAMINO OXIDASA

La enzima moncamino oxidasa (EC 1.4.3.4) cataliza la oxidacién de monoaminas a los
correspondientes aldehfdos segun el siguiente esquema de reaccidn:

R" CHz“" NH2 + 02 + Hzo H‘ R"' CHO + NII4+ + H202

El método seguido para determinar la actividad especifica ha sido descrito por Tabor
y cols. (1954) y modificade por Salach (1978). Estd basado en la diferencia entre los
coeficientes de extincién molares de la benzilamina y benzaldehido a 250 nm.

La cubeta de muestra contenia:
1 ml de tampén fosfato 0.2 M, pH 7.2 que contiene Tritor X-100 al 0.6% (p/v)
50 pl de protefna
Apua destilada hasta 1.85 ml.

Blanco: 2.9 ml de la mezcla anterior + 0.1 ml de tampén.

Se incubaron las muestras a 30°C durante 3-5 minutos. La reaccidn se inici6 al afiadir
a la cubeta de muestra 100 ul de benzilamina 0.1 M, neutralizada a pH 7.0 con HCI. Se siguié
la cinética registrando el aumento de absorbancia a 250 nm producido por la oxidacién de la
benzilamina.

I11.5.2.8. MALATO NADH OXIDORREDUCTASA (MALATO DESHIDROGENASA)

La actividad de la enzima malato-NADH oxidorreductasa (EC 1.1.1.37) se ensayd por
el procedimiento descrito por Ochoa (1955) basado en el descenso de absorbancia debido a la
oxidacién del NADH en presencia de la enzima y oxalacetato segin la reaccién:

Oxalacetato + NADH + HY ~— malato + NAD*

La mezcla de reaccién en la cubeta contenfa:
0.3 m! de tampén glicilglicocola 0.25 M, pH 7.4
0.1 ml! de oxalacetato 7.6 mM
0.1 ml de protefna (0.1 mg/ml)
2.4 ml de agua bidestilada
Blanco: 0.9 ml de la mezcla anterior + 0.1 ml de tampén.
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Se preincubd a 35°C, afiadiendo a la cubeta de muestra 0.1 ml de NADH 15 mM. Se
registré el descenso de absorbancia del NADH a 340 nm.

I11.5.2.9. GLUCOSA—6 FOSFATASA

Esta enzima (EC 3.1.3.9) cataliza la defosforilacién de la glucosa—6-P en los
microsomas, con arreglo a la reaccidén

Glucosa—6-P -+ H,0 — glucosa + P,

La actividad enzimdtica se llevé a cabo por el método de Swanson (1955) estimando
el fosfato liberado por la determinacién colorimétrica de Fiske y Subbarow (1925).

A) REACTIVOS

— Sustrato
Tris-HC1 55 mM, pH 6.6
Glucosa—6-P 11 mM
B-mercaptoetanol 11 mM

— Reactivo de parada.
TCA 10% (p/v)

— Molibdato aménico/H,SO, al 2.5% (p/v).
— Reductor de Fiske y Subbarow (Sigma).
B) PROCEDIMIENTO

Se afiadieron 0.9 ml de sustrato y 100 ul de protefna. Se incubé durante 15 minutos
para permitir la formacién de fosfato, pardndose la reaccién por la adicién de 1 ml de TCA
10%. Se centrifugé para eliminar las protefnas a 3000 rpm durante 10 minutos.

A un ml de sobrenadante claro se afiadieron 1.72 ml de agua destilada, 0.2 ml de
molibdato aménico y 0.08 ml del reactivo de Fiske y Subbarow. Al mismo tiempo se prepar6
la recta patrén con distintas concentraciones de fosfato potdsico. Se esperaron 20 minutos,
procediendo a continuacién a la lectura del color a 660 nm.
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I0I.5.2.10. 5° NUCLEOTIDASA

La enzima (EC 3.1.3.5) cataliza la conversién de nucledtidos en sus respectivos
nucledsidos en presencia de GMP segun la reaccién

XMP + H,0 —* XOH + P,

La actividad enzimdtica se determiné por el método de Swanson (1955).
A) REACTIVOS

— Sustrato
Tris~-HCI 55 mM, pH 8.5
MgCl, 55 mM
AMP 11 mM

— El resto de los reactivos como en glucosa—6 fosfatasa.
B) PROCEDIMIENTO

Se procedi6 de igual forma que para la determinacién de la actividad enzimdtica de la
glucosa—6 fosfatasa.

10.5.3. DETERMINACION DE CITOCROMOS

El contenido en citocromos de la mitocondria se determind registrando el espectro de
diferencia entre las formas reducida y oxidada de los citocromos a temperatura ambiente por
el método de Bookelman y cols. (1978), en un espectrofotémetro de doble haz Uvicon 940 de
Kontrol Instruments. En la cubeta de referencia y en la de muestra (paso 6ptico de 1 cm) se
colocd una suspensién que contenfa 0.3-0.6 mg de proteina por mi, 24 mM fosfato potdsico,
2 mM EDTA, 10 mM Tris—HCI, 60 mM KCl, 7 mM MgCl,, 90 mM sacarosa, 1.6 mM ADP,
pH final de 7.4. Bajo estas condiciones la mitocondria se encuentra en el maximo estado de
oxidacién. La reduccién de los citocromos en la cubeta de muestra se puede llevar a cabo por
los siguientes métodos:

a) Se afiade succinatc 10 mM mds KCN 1 mM vy s¢ registra el espectro.
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b) Se afiade succinato 10 mM y 1 ug de antimicina A a la suspensién mitocondrial y
se registra el espectro. A continuacién se afiaden unos granos de ditionito y se vuelve a
registrar el espectro. La antimicina A fue suministrada por Sigma y se preparé disolviendo 5
mg en 1 ml de etanol.

De estas dos alternativas, se ha optado por la primera de éllas en los estudios en
mitocondria por dos motivos:

1.— El ditionito aparte de reducir los citocromos de la cadena respiratoria, provoca
también la reduccién de otros croméforos que presentan bandas de absorcién en las
mismas longitudes de onda como hemoglobina y mioglobina (tabla I1I-3). La presencia
de estos dos ltimos como contaminantes de las preparaciones mitocondriales estd
descrita en mitocondria de higado humano (Ozawa y cols., 1972) y fundamentalmente
en las preparaciones de miisculo esquelético (Bookelman y cols., 1978), aunque no es
posible distinguir la contaminacién entre ambas puesto que presentan las mismas
caracterfsticas espectroscépicas y por lo tanto el mismo espectro de diferencia. La
contaminacién afecta fundamentalmente a la bandas « y y del citocromo b al solapar
sus bandas de absorci6n. El empleo de succinato mds KCN elimina el problema de la
contaminacién porque la hemoglobina y mioglobina no se reducen bajo estas
condiciones.

Tabla I1T-3. Caracterfsticas espectrosedpicas de los citocromos de la cadepa respiratoria y de la oxihemoglobina
y oximioglobina.

Bandas de absorcién (am)
« p ¥
Citocromo a+a, 605-630 - 445-455
Citocromo b 562-575 526-546 431410
Citocromo ¢+¢, 550-540 521-527 420-430
Oxibemoglobina/ 557 542 415

Oximioglobina
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2.- El contenido en citocromos que se obtiene con ditionitc es mayor que el obtenido
con KCN. Esto puede debido a que no todos los citocromos estdn ligados a la cadena
respiratoria como han concluide Satc y Hagihara (1970) en células asciticas de
hepatoma de ratén.

El espectro de diferencia del complejo I-TIT se registré entre 400 y 650 nm en tampoén
fosfato 50 mM, pH 7.4 conteniendo colato sédico al 0.5%. La reduccibn se efectué con
ditionito una vez eliminados los problemas que presenta en la mitocondria.

El contenido en citocromos tanto en mitocondria como en el complejo I-III purificado,
se determind a partir de los siguientes valores bibliograficos de los coeficientes de extincién
molar: citocromos a+a; Aegsgp = 16.5 mM™ cm™ (Yonekati, 1960); citocromo b Aegg s
= 28.0 mM" cm™ (Berden y Slatter, 1970); citocromos c+c; Ae€ssys = 19.1 mM* cm?
(Green y cols., 1959).

Para la determinacién del citocromo c+c;, debido al solapamiento de las bandas de
absorcién entre los citocromos b y ¢-+¢;, es necesario sustraer 0.11 veces el AAgg 57, producto
de la absorcién del citocromo b del AAgs;.s30 del citocromo c+c; (Green y cols., 1959).

I11.5.4. DETERMINACION DE FMN

El espectro de emisién de fluorescencia de las flavinas presentes en el complejo I-IIT
se llevé a cabo en un espectrofluorémetro SLM Aminco Serie 2 en microcubetas de cuarzo de
50 pl a temperatura ambiente con rendijas de emisién y excitacién de 4 nm. Mientras no se
recogfan datos, se mantuvo cerrado el paso de la luz para impedir su incidencia directa sobre
la muestra con objeto de evitar fotodescomposiciones. El contenido en FMN del complejo I-1II
se determiné interpolando los valores del médximo de fluorescencia en una recta de calibrado
construida a partir de los espectros de emisién de fluorescencia de distintas concentraciones
de FMN. En todos los casos el espectro de emisién se midié entre 400-700 nm con una
excitacién a 445 nm para una emisién méxima a 526 nm, Los espectros corregidos se han
obtenido después de restar el espectro del tampdn y la banda Raman del agua.

Las concentraciones de FMN de la recta de calibrado se determinaron a partir de los
espectros de absorcién del FMN (Sigma) registrados a temperatura ambiente en un
espectrofotémetro Uvicon 940 en microcubetas de cuarzo de 50 pl en tampén Tris—HCI 50
mM, pH 6.1. La concentracién se estimé a 445 nm asumiendo un coeficiente de extincién
molar para el FMN de 12.2 mM™* ¢m™ a dicha longitud de onda.
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II1.6. DETERMINACION DE HITERRO NO HEMO

El contenido en hierro no hemo presente en el complejo purificado se determind por
el método de King (1964). A un volumen entre 0.2-0.4 ml de muestra correspondientes a 4-8
mg de proteina se afiadié un volumen igual de HCI 2 N. La muestra se homogenizé y se
transfirid a un tubo cerrado calentandose a 100°C durante una hora. Se dejé enfriar
centrifugdndose seguidamente a 10000 rpm durante 15 minutos. El precipitado constituye la
fraccién de hierro heminico, que se descarté y el sobrenadante amarillo (fraccién de hierro no
heminico) se recogié cuidadosamente.

Se afiadieron a 0.2 m! de sobrenadante 50 ul de o-fenantrolina al 0.25%, 5 ul de
hidroquinona al 1% fresca y 0.12 ml de citrato s6dico al 25%. Se ajusté el pH entre 3.8 y 4.3
y se diluyé a 0.5 ml. La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante una hora. Al
mismo tiempo se prepard una recta de calibrado entre 0 y 1 pumol con sulfato ferroso. El
contenido en hierro se determind midiendo la absorcién del producto formado a 509 nm.

111.7. DETERMINACION DE FOSFORO

Estd basado en el método de Barlett (1959) que se fundamenta en dos reacciones:

1.- Digesti6én con 4cidos fuertes del compuesto orgdnico de fésforo y obtencion del
fésforo inorgénico.

2.— Formacién de un compuesto coloreado y cdlculo de la concentracién mediante la
lectura de la absorcién a una longitud de onda de 830 nm, comparandola con la
producida por un patrén de fésforo.

A) DISOLUCIONES

1.- Disolucién estdndar de fésforo. Se prepara a partir de una disolucién madre que contiene
1 mg de fésforo por ml. La diluida se obtiene diluyendo la anterior 100 veces. Ambas se
suelen conservar a 4°C.

2.- Solucién de molibdato aménico al 1% y al 5%. La primera disolucién sirve de catalizador
de la reaccién de digestién de fésforo orgdnico. La segunda se agrega para formar el
compuesto coloreado del 4cido fosfomolfbdico con €l reactivo de Fiske y Subbarow. Se
conservan a 4°C aunque no perduran mucho tiempo.

37



MATERIALES Y METODOS

3.- Reactivo de Fiske y Subbarow. Se disuelven 30 g de bisulfito sédico (Na,S,0;) y 6 g de
sulfito sédico junto a 0.5 g de 4cido 1-amino—2-hidroxi—naftalén~4—sulfénico (ANS) de
Sigma, en agua destilada hasta llegar a un volumen de 250 ml.

4.- Acido perclérico al 60% (v/v)
B) PROCEDIMIENTO

Las muestras problema se introdujeron en tubos de combustién (matraces Kjeldhal o
tubos muy largos). En los tubos de combustién destinados a las muestras patrén, se
introdujeron 0.5 ml de la solucién estdndar dilufda de fésforo (equivalentes a 5 ug de fésforo).

A todos los tubos se les afiadié unas perlitas de vidrio para favorecer la agitacién y 1.2
ml de 4cido perclérico al 60% (v/v) que sirve para la digestién de la muestra, Se afiadieron
a continuacién dos o tres gotas de molibdato aménico al 1% (p/v) y se digirié durante 20
minutos a 240°C o durante 30 minutos a 200°C. Se realizé en un bafio de silicona preparado
para acomodar una serie de matraces Kjeldhal o en una estufa eléctrica. Después de este
intervalo se esperd a que se enfriaran los tubos, se afiadieron 0.3 ml de 4cido perclérico al
60% (v/v) y posteriormente 8.5 ml de agua destilada en los tubos preblema y blancos,
mientras que en los estdndares se afiadieron solo 8.0 ml de agua. Se mezcl6 vigorosamente y
se agregaron (.8 ml de molibdato aménico al 5% (p/v), mezclando de nuevo vigorosamente.,
Por iltimo, se afiadieron 0.2 m! de reactivo de Fiske y Subbarow mezclando bien a
continuacién. Los tubos se cubrieron con papel de aluminio y se calentaron en un bafio de agua
hirviendo durante 7 minutos para desarrollar el color. Se enfriaron dejando reposar durante 20
minutos (fijacién del color) para medir a 830 nm. Se refiere la concentracién de fsforo a
concentracién del compuesto si se conoce el peso molecular del mismo.

I1.8. METODOS INMUNOLOGICOS
11.8.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS FRENTE AL COMPLEJO I-111

El anticuerpo frente al complejo I-III se obtuvo por el método de Heron y cols. (1979)
descrito para la obtencién de anticuerpos para el complejo I inyectando 5 mg de complejo I-III
purificado dilufdo en 1 ml de agua en el lomo de un conejo. Transcurridas cuatro semanas, se
inyectaron intramuscularmente muestras idénticas. A intervalos mensuales, se extrajo sangre
del conejo de 1a vena de la oreja. Tras la coagulacién de la sangre a 21°C durante una hora,
el suero se clarificé por centrifugacién y se guardé en alfcuotas de 200 pl a —20°C.
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I11.8.2. TECNICAS DE DETECCION INMUNOLOGICA
11.8.2.1. ENSAYO INMUNOENZIMATICO ELISA

En esta Memoria se ha utilizado 12 técnica de ELISA (Enzime—Linked Inmuno-Sorbent
Assay) descrita por Engvall (1971) para determinar la especificidad del anticuerpo. La técnica
se fundamenta en el reconocimiento de la interaccién ant{geno-anticuerpo sobre un soporte
sélido mediante la utilizacién de un segundo anticuerpo conjugado especifico contra la regién
constante, F, del primero. Este segundo anticuerpo porta unido covalentemente una enzima que
al afiadir el sustrato produce un compuesto coloreado que permite identificar y cuantificar la
interaccién entre los anticuerpos.

Entre todos los anticuerpos conjugados que pueden disponerse comercialmente, se ha
utilizado el sistema peroxidasa conjugada a inmunoglobulina anti—conejo. Como sustrato se
empled OPD. La valoracién de la interaccién se determiné por colorimetrfa midiendo la
absorbancia del producto formado a 403 nm en un lector de ELISA.

1.8.2.2. DOT BLOT

La técnica se realiza sobre una membrana de material sintético como nitrocelulosa,
PVDF o similares. Los estudios se han efectuado con membranas de nitrocelulosa que no
requieren tratamiento previo. Si se utiliza otro tipo de membrana, es necesario previamente
sumergir las membranas durante 5 minutos en metanol y lavarlas de 5 a 10 minutos en agua
destilada Milli-Q.

Las protefnas se depositan directamente sobre la membrana de nitrocelulosa en una séla
gota (de 5 a 10 ul equivalentes a 1-10 ug de proteina) evitando tocar la membrana con la punta

de la pipeta, dejando secar a temperatura ambiente. Durante todo el proceso, la manipulacién
ha de realizarse con guantes.

El procedimiento seguido para la deteccién de la interaccién ha sido descrito por
Towbin y cols. (1979) y Renart y cols. (1979) para la inmunotransferencia, método que
combina las técnicas electroforéticas con la especificidad de los anticuerpos.

A) REACTIVOS

— Tampén fosfato salino (PBS) pH 7.5
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Hidrégeno fosfato disédico anhidro 80 mM
Dihidrégeno fosfato sédico 20 mM
Cloruro sédico 100 mM

— Tampén PBS~-Tween (PBS-T)

Tampdn anterior més detergente Tween-20. La cantidad de Tween—20 puede variar en
funcién del tipo de membrana y de la afinidad de los anticuerpos. Una concentracién de
Tween-20 al 0.1% es adecuada para la mayorfa de los estudios.

B) PROCEDIMIENTO

1.~ La membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL suministradas por Amersham) con la
protefna se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas o durante toda la noche a 4 °C con
tampén PBS-T que contenfa disolucién bloqueante al 5%.

2.— Se lavé 1a membrana con PBS-T durante 10 minutos y otras tres veces durante 5 minutos
con €l mismo tampén en un agitador de balanceo.

3.— Se incubé a temperatura ambiente con el primer anticuerpo diluido en tampén PBS-T
durante 1 hora con agitacién,

4.— Se lavé la membrana como en el paso 2.

5.— Se incubd a temperatura ambiente con el segundo anticuerpo (IgG anticonejo conjugado
con peroxidasa) dilufdo con el tampén durante 1 hora en un agitador orbital.

6.— Se lavé la membrana seis o siete veces durante 5 minutos cada vez.

7.— Deteccién. Se utilizé el sistema ECL de Amerhsam con las especificaciones que se
adjuntan.

8.— Revelado. Se utilizaron lfquidos de revelado convencionales. L.a membrana se expuso a
la pelicula (Hiperfilm de Amersham) durante perfodos de 10 y 30 segundos y se procedié al
revelado.

II1.9. ANALISIS DE DATOS

I11.9.1. DENSITOMETRADO

Los geles de poliacrilamida y las autorradiograffas se densitometraron en un
densitémetro ldser de Molecular Dynamics equipado con el programa ImageQuant. En las
autorradiografias se integré el volumen de las manchas una vez restado el fondo. Los
resultados se expresan como densidad 6ptica de la mancha entre el drea de la misma.
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I00.9.2. ANALISIS DE BANDAS

Los densitometrados de los geles se analizaron implementando un algoritmo matemético
en un programa de Fortran 77 calculdndose un densitograma promedio para cada grupo de
edad, a partir de los cuales se calcularon las diferencias significativas entre los tres grupos de
edad considerados.

111.9.3. ESTADISTICA.

Los resultados se han expresado como la media de los experimentos efectuados +
E.E.M. El grado de significacién se efectué por el test de Student.
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RESULTADOS

IV.1. PURIFICACION DE LAS MITOCONDRIAS

Como se ha indicado en el apartado IIL.2.1., las mitocondrias se obtuvieron a partir
de higado de rata por el método de Gazzoty y cols. (1979). Se partié de un higado de rata
adulta o vieja, o de una camada de lactantes, que vienen a corresponder entre 10-16 g de tejido
aproximadamente. El rendimiento del proceso se situé sobre los 15 mg de mitocondria/g
tejido, comparable con otros métodos de purificacién de mitocondrias (Hatefi y cols., 1962;
Whilfield y cols., 1981). En animales lactantes y viejos se obtuvieron rendimientos algo
inferiores con respecto al grupo de animales adultos (14.0 y 14.5 mg/g tejido en animales
lactantes y viejos respectivamente).

La pureza de las mitocondrias se determiné midiendo las actividades especificas de los
marcadores enzimdticos seleccionados tanto en el sobrenadante come en el precipitado de la
ultima centrifugacién del proceso de purificacién, inmediatamente después del aislamiento de
las mitocondrias. Los valores de las actividades enzimdticas obtenidos se expresan en la tabla
IvV-1.

Tabla IV-1. Actividades especfficas de los marcadores enzimdticos. Las actividades, determinadas tanto en el
sobrenadante (S} como en el precipitado (P) finales en cuatro experimentos diferentes pars cada grupo de edad, se
expresan en todos los casos en nmoles de sustrato/mg protefna/min. Se efectuaron tres ensayos para cada marcador
en cada uno de los experimentos. La actividad de la 5° pucleotidasa no se detecté en ninguna de las fracciones. Los
resultados representan la media + E.E.M.

GLUCOQOSA-6 MALATO MONOAMINO CITOCROMO ¢
FOSFATASA DESHIDROGENASA OXIDASA OXIDASA
S P S P S P S P
LACTANTES 320 9.8 74.0 2468 0.7 12.7 143 1884
+21 +0.6 +11.1 4148 +0.1 +0.8 +12 +139
ADULTAS 252 5.3 37.5 2608 1.1 22.2 108 1995
+18 0.3 +5.1 +161 +0.1 +1.9 +10 +149
VIEJAS 204 5.1 168.2 2789 2.7 26.3 170 1540
+19 0.3 +9.8 +199 +0.2 +1.3 +10 +143
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La actividad de la enzima 5' nucleotidasa (membrana plasmadtica) no se detectd ni en
el sobrenadante ni en el precipitado en ninguna de las tres edades. La actividad de la glucosa
6—fosfatasa (microsomas) aparece en la fracccidn soluble siendo casi inesistente en la fraccién
mitocondrial de las tres edades consideradas, no representando en ningin caso una
contaminacién superior al 3%. El resto de los marcadores, ligados a la mitocondria, aparecen
en la fraccién mitocondrial. En el caso de animales viejos, aparece una actividad residual mds
elevada de estas enzimas en la fraccién soluble (entre un 6-11%) debido probablemente a una
mayor fragilidad de las mitocondrias, que podrfa explicar el menor rendimiento que se obtiene
en este grupo de edad.

IV.2. MORFOLOGIA Y FUNCIONALIDAD DE LAS MITOCONDRIAS

Todas las medidas se han llevado a cabo en muestras de animales adultos (4—6 meses)
y viejos (26-30 meses). Asimismo se utilizaron para cada edad tanto mitocondrias en el estado
de reposo (estade 4) como mitocondrias respirantes, una vez inducida la respiracién con ADP
(estado 3 o de respiracion acelerada).

Iv.2.1. MORFOLOGIA

Las micrograffas electrénicas (figura IV-1) muestran que las preparaciones
mitocondriales contienen un alto grado de pureza a la vez que las mitocondrias mantienen su
integridad fisica. Es apreciable un hinchamiento de las mitocondrias en el grupo de animales
viejos. El drea total de las mitocondrias y de 1as crestas mitocondriales se determinaron a partir
de las micrografias electrénicas. Con estos valores se calculé la densidad de volumen
mitocondrial ocupado por las crestas, mediante la relacién V,=A /A,, donde A, es el drea de
las crestas y A, es el drea total de 1a mitocondria.

En la figura IV-2 aparecen representadas las variaciones de estos pardmetros con la
edad y segiin el estado de respiracién. EI 4rea total de la mitocondria (figura IV-2A) no se ve
afectada por el estado de respiracifn; sin embargo se observa un incremento significativo de
la misma en ambos estados en los animales viejos con respecto a los adultos, representando
aumentos del 33% en el estado 3 y del 39% en el estado 4, apreciable también en las
micrografias electrénicas. Por otra parte, y en cuanto a la densidad de volumen de las crestas
(figura IV-2B) se aprecia una disminucién de la misma en las mitocondrias no respirantes
(estado 4) de un 55.2% en animales adultos, mientras que en animales envejecidos esta
disminucién llega a un 70.8%.
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Figura IV-1. Micrografias electrénicas de mitocondria de higado de rata (x 40000). Animales adultos (fotografia
superior) y animales viejos (fotografia inferior), después del estimulo respiratorio.
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La edad de los animales por su parte, también afecta al volumen de las crestas
mitocondriales, ocasionando una disminucién en animales de 26-30 meses con respecto a los
animales de 3-6 meses tanto en el estado 3 como en el estado 4. El efecto es mds notorio en
el estado 4 en el cual el descenso representa un 50%, mientras que en el estado 3 es de sélo
un 23%.
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Figura IV-2. Efectos de la edad y del estado de respiracién sobre los pardmetros mitocondriales. Area total de
la mitocondria (A) y densidad de volumen de las crestas mitocondriales (B), en animales adultos de 4-6 meses y
animales viejos de 26-30 meses, calculados por microscopia electrénica. Se utilizaron 5 preparaciones distintas para
cada edad sumando um total de 50 determinaciones para cada estudio. Los resultados representan la media + E.E.M.,
Significancia estadistica: Figura IV-2A, (1) diferencias entre grupos de edad: *P<0.001. Figura IV-2B, (1)
diferencias entre grupos de edad: *P <0.001; diferencias entre estados: (a) P<0.001.

IV.2.2. ESTUDIOS FUNCIONALES
1v.2.2.1. CONSUMO DE OXIGENO

La velocidad de consumo de oxfgeno se determind en los estados 3 y 4 utilizando
succinato como sustrato energético tal y como se describe en el Capitulo de Materiales y
Métodos (apartado I11.2.2.2.). Los resultados obtenidos, resumidos en la tabla IV-2, muestran
que la velocidad de consumo de oxigeno disminuye significativamente y de forma notable con
la edad en los dos estados, representando esta disminucién un 34 % aproximadamente en ambos
estados. Sin embargo, los coeficientes respiratorios (la relacién entre los dos estados)
pricticamente no varian, lo cual indica que las muestras procedentes de mitocondrias tando de
animales adultos como viejos estaban intactas y respiraban acopladamente.
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Tabla TV-2, Variaciones en la velocidad de consumo de O, con la edad y con el estado de respiracién. Los
resultados representan s media + E.E.M. para cuatro experimentos diferentes para cada grupo de edad. El mimero
total de determinaciones aparece junto a cada valor entre paréntesis. Significancia estadfstica con respecto a adultas:
*P<0.001.

Consumo de O, Coeficiente
(nftomos/mg proteina) respiratorio®
Estado 3 Estado 4
ADULTAS 215 +9 (14) 54 +6 (14 4.0 +1
VIEJAS 142 £6 (1)* 36 £4 (11)* 39 +1

* Cociente entre las velocidades de consumo de O, en los estados 3 y 4.

1v.2.2.2, YELOCIDAD DE ENTRADA DE CALCIO

La cinética de entrada de calcio en la mitocondria a ambas edades presenta un
comportamiento saturable tfpico, en donde 1a velocidad de entrada de calcio en la mitocondria
en el estado 3, en animales envejecidos es menor que en animales adultos (figura IV-3A). Los
pardmetros cinéticos se determinaron, siguiendo el formulismo de Michaelis—-Menten, a partir
de la representacién de Lineweaver-Burk o de dobles inversas (figura IV-3B). La
concentracién mdxima de calcio acumulada en el interior de la mitocondria en animales
adultos, resultd ser significativamente mayor en un 12% a la encontrada en animales viejos.
El tiempo necesario para alcanzar la concentracién mdxima fue, por el contrario, invariable
en las dos edades (tabla IV~ 3)

Tabla 1V-3. Variacién de la velocidad de entrada de calcio en la mitocondria con la edad. Se muestran la
concentracién mdxima de calcio acurmulada en la mitocondria y el tiempo necesario para alcanzarla (t,,,) para animales
adultos y viejos calculados a partir de los valores obtenidos de la representacidn de dobles inversas de la figura
IV-3B. Los resultades representan la media + E.E.M. Significancia estadistica con respecto & adultas: *P<0.001.

[C8** ],y (pmol/mg protefns) tiz ()
ADULTAS 160 +7 54 +3
VIEJAS 136 +5* 54 +3
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Figura IV-3. Efecto de la edad sobre la entrada de calcic en Ia mitocondria determinada por métodos de
ultrafiltracidn. A) Cinética da entrada de calcio en la mitocondria en funcién del tiempo para una concentracién final
de Ca’* = 5 uM. B) Representacién de dobles inversas para la determinacién de la concentracidn mdxima de calcio
¥ t,, en animales adultos (®) y en animales viejos (W). Se efectuaron diez determinaciones para cada punto,
representado como 1a media + E.E.M.

IV.2.2.3. NIVELES DE ATP

Otro pardmetro que darfa cuenta de las posibles lesiones o defectos bioquimicos en la
edad y relacionado con la transduccién energética en la célula es la medida de produccién de
ATP. Como se observa en la tabla IV—4, los niveles de ATP en mitocondrias de animales
viejos son inferiores en todos 1os casos a los encontrados en animales adultos. Estas diferencias
son mayores en €l estado 4 donde ¢l descenso de los niveles de ATP en animales envejecidos
representa un 87% con respecto a los adultos, mientras que en el estado 3, el dencenso es de
un 81%.

Por otra parte, el ATP en ratas adultas desciende durante la respiracién acelerada
(estado 3) en un 54% con respecto al estade 4, efectoc mucho menos notorio en animales
envejecidos en donde ¢l descenso representa un 28.6%.
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Tabla IV—4., Efectos de Ia edad y del estado de respiracién sobre los niveles de ATP en mitocondria. Se
representa la media + B.E.M. El nimero total de determinaciones aparece junto a cada valor entre paréntesis.
Significancia estadfstica con respecto a adultas: *P < 0.001

Niveles de ATP
(nmol/mg protefna)
Mitocondria fresca Estado 3 Estado 4
ADULTAS 2.80 +£0.10 (12) 0.53 £0.03 (12) 1.15 +0.09 (12)
VIEJAS 1.40 +0.04 (12)* 0.10 £0.02 (12)* 0.14 +0.03 (12)

Los resultados obtenidos a estas dos edades apuntan a que con €l envejecimiento, hay
un deterioro en todos los sistemas responsables del mantenimiento de gradientes energéticos,
decidiendo ampliar los estudios a la fase no sélo del envejecimiento sino también a la del
desarrollo.

IV.3. VARIACIONES EN LOS COMPLEJOS DE LA CADENA
RESPIRATORIA EN MITOCONDRIA DE HIGADO DE RATA CON
LA EDAD

IV.3.1. VARIACIONES EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Una vez comprobada la pureza e integridad fisica de las mitocondrias y con el fin de
esclarecer los resultados expuestos hasta ahora, se procedié a la determinacién de las
actividades enzimdticas de los complejos respiratorios acoplados I-III (NADH citocromo ¢
oxidorreductasa) y II-III (succinato citocromo ¢ oxidorreductasa) as{ como de los complejos
I (NADH ubiquinona oxidorreductasa), complejo II (succinato ubiquinona oxidorreductasa),
complejo I (ubiquinol citocromo ¢ oxidorreductasa) y complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) por
separado en los tres grupos de edad. Los resultados obtenidos, que se reflgjan en 1a tabla IV-5
muestran un comportamiento desigual de los complejos a lo largo de la vida; mientras que para
el complejo II y para el complejo II-1II no se observaron diferencias significativas en la
actividad enzimdtica ni durante el desarrollo ni durante el envejecimiento, el complejo IV
experimenta un acusado descensc en su actividad de un 23% aproximadamente durante el
envejecimiento; en cambio no se han encontrado diferencias significativas en su actividad
durante el desarrollo.
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Tabla IV-5, Actividades enzimdticas de los complejos de 1a cadena respiratoria en mitocondria de higado de
rata en las tres edades seleccionadas. Las actividades se expresan en todos los casos on nmoles de sustrato/mg
protefna/min. Los resultados representan la media + E.E.M. El mimero de determinaciones totales en cada una de
éllas aparece entre paréuotesis. Significancia cstadfstica con respecto a adultas: *P<0.001; **P <0.01; *** P<0.02;
wkdP < 0.05.

LACTANTES ADULTAS VIEJAS
COMPLEIO I-III 142 £10 57)* 447 +23 (69) 713 +45 S1)*
COMPLEJQ II-1IT 381 +30 (18) 392 +39 (23) 413 £31 (17)
COMPLEIO I 144 £12 (32) 140 £10 (47) 95 +10 (20)**
COMPLEJO I 202 +26 (16) 210 +21 (20) 201 +18 (15)
COMPLEIJO 1II 130 +14 QT)*+#= 170 +11 (42) 231 +23 (26)***
COMPLEJO IV 1884 +139 (12) 1995 +149 (12) 1540 4143 (12)%*++

El resultado més llamativo es el del complejo I-111, el cual experimenta un incremento
de su actividad a lo largo de la vida. El tratamiento estadfstico muestra un significativo
aumento de su actividad enzimética durante el desarrollo cercano a un 68% y durante el
envejecimiento en el cual la variacién observada representa un 59.5% aproximadamente. Este
aumento de actividad, sin embargo, no se corresponde con el comportamiento observado en
los complejos I y III por separado. Asf, mientras que a lo largo del desarrollo no se observaron
diferencias significativas en la actividad del complejo I, sf se aprecié una disminucién en su
actividad enzimidtica en el envejecimiento de un 32% aproximadamente. En el complejo III se
observé un ligero aumento significativo en torno a un 18% a lo largo del desarrollo y de un
36% en el envejecimiento. Estas variaciones en los complejos son insuficientes para explicar
el comportamiento funcional observado del complejo I-111.

En Ia figura IV—4 se representan las variaciones porcentuales en la actividad enzimdtica
de los complejos respiratorios con respectc al grupo de los animales adultos, que se consideran
como cero, a partir de los valores de las actividades enzimdticas que figuran en la tabla IV-5.

Con los resultados expuestos parecié interesante centrar el estudio sobre el complejo

I-111, tanto en sus aspectos funcionales como en los estructurales con objeto de aportar datos
que ayudaran a comprender el comportamiento observado en el complejo a lo largo de la vida.

50



__._RESULTADOS

00 - 00 -
a b
D 0 -
g g
g oF———® - & e — é [+ = *‘i:—_*”_—ﬁ-———. -z r
= \ <
% | e x
s . <
50 | 8 -
1 1 1 -0 ] 1 1
LACTANTES ADULTAS VIEIAS LACTANTES ADULTAS VIEJAS
100 ~ 00
0 c ©
-
0 - e, 0 -
.
-5 0 L 5 0 L
Q dedeicie ) [
< ™ < gl
n<: R 9(: ! ®
> >
50 - =0 F
00 I 1 1 -0 1 1 i
LACTANTES ADULTAS VIEJAS LACTANTES ADULTAS VIEJAS
100 ~ 00
e f
[ L]
-
20 ? -
g I g
‘5 [ —— - — ‘_§ 0 wg—= +—-———2
(&)
> >
9+ 50 -
L ]
[
- 1 1 1 100 1 1 1
LACTANTES ADULTAS VIEJAS LACTANTES ADULTAS VIEJAS

Figura IV-4. Variacién de la actividad enzimdtica de los complejos de la cadena respiratoria en mitocondria
de higado de rata con la edad. La variaci6n se expresa en porcentaje con respecto al gnipo de animales adultos que
se toma como cero. a) Complejo I, b) complejo I, ¢) complejo 111, d} complejo IV, €) complejo I-II1 y f) complejo
II-III. Significancia estadistica con respecto a adultas: *P<0.001; **P < 0.0]; ***P < (,02;%*** P<(.05.
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1V.3.2. VARIACIONES EN LA CANTIDAD DE COMPLEJO

Para determinar si el aumento en la actividad enzimética del complejo I-II1 observada
correspondfa a un aumento de la cantidad de complejo I-III en la mitocondria 0 a un
incremento intrinseco de la actividad enzimética del complejo en animales viejos, se efectuaron
estudios cuantitativos de la cantidad de complejo presente en mitocondrias por la técnica
inmunolégica de dot blot.

En primer lugar era necesario obtener un anticuerpo frente al complejo I-I11. Para ello,
se purificé el complejo I-III en animales adultos y tras comprobar su pureza (apartado IV.4.),
se inyecté a un conejo del cual se extrajo al cabo de unos meses el suero que contenfa el
anticuerpo frente al complejo. La especificidad del anticuerpo se valord por el test de ELISA,
empleando como controles negativos BSA y los marcadores de electroforesis de Biorad. Las
diluciones dptimas de los anticuerpos resultaron ser [1:10] para el anticuerpo aislado y
[1:4000] para el anticuerpo conjugado. Una vez conocidas las diluciones adecuadas de los
anticuerpos se aplicaron a membranas de nitrocelulosa 1.5, 2.2 y 3 pg de mitocondria de las
tres edades realizdndose los dor blot tal y como se describe en Materiales y Métodos.

En la figura IV-35 se observa que ¢l anticuerpo se une a la mitocondria mientras que
apenas lo hace a los controles negativos elegidos.

35pug 22ug  135ug
LACTANTES @;%

ADULTAS

VIEJAS

CONTROL

Figura IV-5. Dot blst. La fotografin mnestra una pelfcula representativa de los estudios inmumolégicos realizados
con mitocondrias de higado do rata do las tres edades seleccionadas.

Las peliculas reveladas se densitometraron integrdndose el volumen de las manchas
referidas al 4rea total de las mismas, una vez descontado el fondo de la pelicula. Se efectuaron
seis experimentos sumando un total de 30 determinaciones para cada cantidad de protefna y
por grupo de edad. Los resultados aparecen el la figura IV-6 en donde se representa la media
de densidad 6ptica para cada cantidad de mitocondria incubada en los tres grupos de edad.
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Figura IV-6. Densitometrado de los experimentos de Dot biot. Representacién de la densidad éptica (en unidades

arbitrarias) vs diferentes cantidades de mitocondria para cada edad (sfmbolos) incubadas con el anticuerpo frente al

complejo I-II1. Lactantes (A), adultas (@) y viejas (m).

La pendiente de 1a recta obtenida para animales viejos es significativamente mayor a
la obtenida para animales adultos en un 11.5% y ésta a su vez, es significativamente mayor
a la correspondiente a los animales lactantes en un 12.6% (tabla IV-6).

Tabla TV-6. Pardmetros de la regresion lineal de los estudios de dot blot para una recta y=a+hx. Significancia
estadfstica con respecto a adultas:** p<0.02.

a b T
LACTANTES -0.0043 0.152 +0.010%* 0.990
ADULTAS -0.0118 0.174 +0.006 0.999
VIEJAS 0.0195 0.194 +0.008#%* 0.999

Estos resultados son concordantes con los obtenidos para las actividades enzimdticas,
aunque el aumento en la cantidad de complejo I-III observado en animales viejos, un 11.5%,
no parece suficiente para explicar el aumento en la actividad observado en este grupo de edad,
que se sitia en un 59.5%..
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IV.3.3. VARIACIONES EN EL CONTENIDO DE CITOCROMOS

Considerando los resultados obtenidos hasta el momento y de los factores de los cuales
pudiera depender, se determiné el contenido en citocromos, dado el papel revelante que
desempeiian en la funcionalidad de los complejos. De las dos alternativas descritas en
Materiales y Métodos (succinato + KCN o succinato + antimicina A/ ditionito), se opté por
la primera por las dos razones comentadas en el apartado I11.5.3.:

1.- El ditionito aparte de reducir los citocromos de la cadena respiratoria, provoca
también la reduccién de otros croméforos que presentan bandas de absorcién en las
mismas longitudes de onda como hemoglobina y mioglobina, hecho que no hemos
apreciado en nuestras preparaciones.

2.- El contenido en citocromos que se obtiene con ditionito es mayor que el obtenido
con KCN. Esto puede debido a que no todos los citocromos estdn ligados a la cadena
respiratoria.

La figura IV-7 muestra los espectros de diferencia de los citocromos en mitocondria
de higado de rata a las tres edades consideradas en el estudio cuando Ia reduccién se efecthia
con succinato + KCN.

AA=0.005 AA=0002
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Figura IV-7. Espectros de diferencia de los citocromos en mitocondria de higado de rata en los tres grupos de
edad seleccionados. Animales lactantes (A), animales adultos (#) y animales viejos (™). La reduccién se llevd a cabo
con succinato + KCN.
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Las bandas « de los citocromos presentan mdximos de absorcién a 606 nm para el
citocromo a+a; a 565 nm para el citccromo b y a 551 nm para el citocromo c+c;. Las
bandas B aparecen en un pico no diferenciado sobre los 625 nm. Las bandas y o Soret se
encuentran a 445 nm y 431 nm para los dos primeros, respectivamente, mientras que la del
citocromo c¢+c, es apenas distinguible como hombro sobre los 420 nm.

E! contenido en citocromos de la mitocondria se refleja en la tabla IV-7. Para el
citocromo a+a, se observa una disminucién de un 28% en el envejecimiento, mientras que
para el citocromo b se observa una disminucién de un 20% en animales lactantes, no
encontrando variaciones en ¢l resto.

Tabla IV-7. Determinacién de citocromos en mitocondria de higado de rata a las fres edades consideradas. El
contenido en citocromos se representa como la media + E.E.M. en nmoles/mg. El mimero de determinaciones
individuales aparece entre paréntesis. Significancia estadistica con respecto a adultas: ***P < 0.02; ****P < (.05.

Citocromo a +a, Citocromo b Citocromo c+c,
LACTANTES 0.128 + 0.013 (12) 0.215 & 0.018 (12)*ww* 0.169 + 0.017 (12)
ADULTAS 0.140 + 0.011 (16) 0.269 + 0.019 (16) 0.183 + 0.021 (16)
VIEJAS 0.101 £ 0.009 (14)**+ 0.283 + 0.023 (14) 0.199 4 0.022 (14)

Los resultados obtenidos en la mitocondria aislada, si bien apuntaban a un tema de
estudio interesante (el del complejo I-III), por diversos motivos no fueron del todo
esclarecedores. Por una parte, considerando que uno de los objetivos del presente trabajo €s
apuntar datos sobre la funcionalidad de la membrana interna mitocondrial con la edad, hay que
tener en cuenta que la actividad enzimdtica del complejo I-III determinada en mitocondria
corresponde tanto al complejo sensible como al insensible a rotenona, no siendo este ltimo
objeto de estudio. Por otra parte, la medida de citocromos en la mitocondria total no €s muy
sensible considerando la relacién entre su concentracién y la del conjunto de proteinas
mitocondriales que puede inducir fenémenos de dispersién en las medidas espectroscéopicas.
A esto hay que afiadir que la determinacién de FMN presente como cofactor en el complejo
se ve interferida por la presencia de otras flavinas con andlogas caracteristicas
espectroscopicas.

Por estas razones y para obtener datos mds exactos se procedi a la purificacién del
complejo I-III,
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IV.4. PURIFICACION DEL COMPLEJO I-III

El complejo I-1 fue purificado a partir de mitocondrias aisladas de animales de las tres
edades consideradas por el método descrito en el apartado IIl.3. Un esquema del proceso de
purificacién aparece en la figura ITI-1 (pdgina 23), en donde aparecen especificadas las etapas
seleccionadas para el seguimiento de la purificacién.

El proceso de purificacién se valora estimando dos pardmetros: el rendimiento y la
purificacién. El primero representa ¢l porcentaje entre la masa de la protefna después de cada
etapa en relacién con la masa de una etapa previa de referencia. La masa se valora por la
actividad, que es equivalente, y puede determinarse efectuando un ensayo enzimdtico. El
segundo se define como el cociente entre la actividad especifica de la enzima en una etapa
determinada y la actividad especifica de la enzima en la etapa de referencia que generalmente
suele ser la primera. En cada etapa del proceso se pierde masa de proteina, bien por la
discriminacién que efectia el método, o en su caso porque se desprecian las fracciones
extremas que son mds contaminantes {cromatografias), lo que conduce a una disminucién del
rendimiento a lo largo del proceso. La etapa puede provocar también desnaturalizacién en la
enzima (sobre todo las etapas de precipitacién), y puesto que el rendimiento se valora por la
actividad de 1a enzima, también puede referirse a €l come porcentaje de actividad recuperada.
Ya que se elimina fundamentalmente masa de protefna que no proporciona actividad, la masa
restante de protefna se va acercando a la masa de la enzima a purificar, por lo que al ser la
purificacién un cociente entre la actividad total de la enzima y la masa de protefna, la
purificacién, por el contrario, va aumentando en cada etapa. La cuantificacién de este
pardmetro puede emplearse como método de discrimincién de técnicas en los procesos de
purificacién; aquellas técnicas que conduzcan a una disminucion de la purificacién deben ser
rechazadas.

Sin embargo, la purificacién es un término relativo puesto que estd referida a una etapa
de referencia del proceso. Un alto grado de purificacién en la etapa final no siempre indica una
homogeneneidad de la muestra ni un alto grado de pureza puesto que dependerd de la
heterogeneidad de la primera etapa (protefnas presentes y concentracién de la proteina a
separar en la muestra). Una protefna que se encuentre en pequefia cantidad en la muestra inicial
se purificard mucho mds que otra que se encuentre en mayor proporcién. Por esta razén son
necesarios criterios de pureza adicionales. Estos son de cardcter cualitativo y son negativos,
en el sentido de que nos indican Ia posible presencia de otras proteinas por lo que s6lo se
garantiza la homogeneidad efectuando multitud de criterios todos €éllos negativos. Entre estos
criterios s¢ encuentran Jas determinaciones de actividades enzimdticas de enzimas presentes en
la etapa inicial, relacién entre 1a absorbancia de las protefnas a 280 nm y la actividad especffica
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en las distintas fracciones y las técnicas electroforéticas en geles de poliacrilamida en todas sus
variantes {condiciones desnaturalizantes con SDS, condiciones reductoras con urea, DTT o p-
mercaptoetanol, ¢ condiciones no desnaturalizantes) que constituysn el criterio de pureza por
excelencia.

Tabla IV-8. Proceso de purificacién del complejo I-XIT de mitocondria de higado de rata. Las filas de cada
fraccién corresponden a animales lactantes, adultos y viejos respectivamente.

Proteina Actividad Actividad Purificacién ~ Rendimiento
total total Especffica
Fraccién mg pmol cit ¢/min =~ pmeol ¢it ¢/mg/min =~ n® de veces %
Mitocondria 1897 275.1 0.145
1950 8715 0.450
1840 1317.4 0.716
Mitocondrias 1045 259.2 0.248 1.71 94
rotas (P1) 1083 825.2 0.762 1.69 94
960.6 1075.9 1.120 1.56 81.6
Sobrenadante 100.2 203.4 2.03 14.0 74
KCI (82) 106.4 640.6 6.02 13.4 73
97.8 863.5 8.85 12.4 65.7
Precipitado 27.0 176.3 6.53 45.03 64
didlisis (P4) 28.7 544.0 18.95 42.11 62
25.6 721.9 28.20 39.38 54.8
Precipitado 6.4 101.8 15.9 109.65 37
fmal (PT) 7.7 325.1 43.7 93.82 37
7.0 420.7 60.1 83.94 32.0

En la tabla IV-8 se expresan los resultados de un experimemto tipico en cada grupo de
edad. Se partfo de 130 g de higado correspondientes aproximadamente a 13 ratas adultas, 10
ratas vigjas y 9 camadas de lactantes (media de 8 animales). Mien‘ras que el rendimiento en
mitocondrias en animales adultos se situd sobre los 1950 mg, hay una disminucién tanto en
animales lactantes como envejecidos. En el primer grupc puede explicarse por una menor
cantidad de mitocondrias; en cambio, la disminucidén en el segundo grupo puede atribuirse,
dada la mayor fragilidad de las mitocondrias, a una pérdida de las mismas durante el proceso
de purificacién como ya se sefial$ en el apartado sobre la purificacién de las mitocondrias. En
esta primera etapa se tomaron como valores para el rendimiento y la purificacién de 100 y 1
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respectivamente y se consider$ la etapa de referencia del proceso. La congelacién de las
mitocondrias a una alta concentracién (50-70 mg/ml) y su posterior descongelacién y
homoneneizacién conduce a la rotura de las mitocondrias, que tras ia centrifugacién separa la
membrana externa mitocondrial de los mitoplastos (membrana interna mitocondrial mds
matriz) y constituye la segunda etapa del proceso. Se siguid observando una pérdida de
protefnas en animales viejos que se reflejé en el menor rendimiento obtenido, tendencia que
prosigue en el resto de las etapas. El que en las otras dos edades se obtuvieran rendimientos
parecidos a lo largo del proceso comprobd una vez mds las alteraciones ya descritas en
animales envejecidos que conducen a una pérdida de proteinas.

El rendimiento final en masa del complejo I-1II se situé entre los 7.7 mg en los
animales adultos y 6.4 mg en los animales lactantes con rendimientos del 37% para ambos
grupos. En animales envejecidos el rendimiento se situé en el 32% correspondientes a 7.0 mg.

Una vez purificado el complejo, se procedid a la determinacién de la actividad
enzimdtica de los marcadores seleccionados (malato-NADH oxidorreductasa, succinato—
coenzima Q oxidorreductasa, succinato-citocromo ¢ oxidorreductasa y citocromo ¢ oxidasa),
pertenecientes todos a la mitocondria, utilizados como criterios de pureza de las preparacidnes.
Los resultados obtenidos indican la ausencia de contaminacién de los mismos, excepto para
el complejo I en el que aparece una actividad residual en todos casos que oscila entre el 3-8%
producto probablemente a que la separacién del dltimo sobrenadante {que contiene el complejo
II-11T) de!l precipitado, poco consistente, (que contiene el complejo I-1IT) se efectia por simple
decantacién.

A continuacién se realizaron las siguientes determinaciones en muestras de las tres
edades seleccionadas:
— Determinacién de la actividad enzimética del complejos I-III con el fin de compararla con
la de 1a mitocondria aislada y tener mds datos sobre la pureza de las muestras.
— Determinacién del contenido en grupos prostéticos del complejo, tales como FMN vy
citocromos b y c+c;.
~ Determinacién de hierro no hemo para relacionar el dato con una posible variacién en la
funcionalidad de los centros ferrosulfurados.
- Determinacién de fosfolfpidos totales.

Ademds de estas medidas se procedié a un andlisis de bandas por electroforesis con
el fin de investigar:
1) si el patrén es el mismo en las edades.
2) En caso de que fuera asf, ver si existe variacién en la concentracidn relativa de las bandas.
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IV.5. CARACTERIZACION DEL COMPLEJO X-IIX

IV.5.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los valores obtenidos estdn reflejados en la figura IV-8 en la cual se aprecia un
comportamiento cualitativamente semejante al de la mitocondria, aunque los porcentajes de
variacién en la actividad entre las tres edades son inferiores a los obtenidos en mitocondria.
Estos resultados eran de esperar puesto que el efecto de mayor cantidad de complejo I-1II en
animales envejecidos, que se manifiesta en los estudios de mitocondria (dot blof), desaparece
en el complejo purificado.

150 + "
I

LACTANTES  ADULTAS VIEJAS

Figura IV-8. Variacién de la actividad especffica del complejo I-IXX purificado con la edad. Las actividades se
expresan en porcentaje do variacién con respecto al grupo de ratas adultas que se considers como 100. Las
sctividades especificas, expresadas como la mediz + B.E.M., en pmoles de citocromo c¢/mg/min fueron: lactantes
15.7 +1.4 (41); adultas 43.6 +3.8 (33); viejas 60.8 +6.1 (48). Entre paréntesis figura el mimero do determinaciones
individuales en cada una de éllas. Significancia estadfstica con respecto a adultas: *P<0.001; ***P < (.02,

1V.5.2. DETERMINACION DE CITOCROMOS

En la figura IV-9 se representan los espectros de absorcién del complejo I-11I a las tres
edades. La linea discontinua representa la forma oxidada del complejo I-III de animales
adultos, que se muestra a titulo comparative, 12 cual muestra un pico Soret 2 416 nm y una
amplia absorcién «, poco definida, sobre los 530 nm. Después de la reduccién con ditionito
como muestran las lfneas continuas, las absorciones de las bandas e y Soret para €l citocromo
b se encuentran a 562 nm y 428 nm mientras que las del citocromo ¢+c¢; aparecen a 552 nm
y 418 nm respectivamente.
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Figura IV-9, Especiros de ahsorcién del complejo I-III purificado de mitocondria de higado de rata en las tres
edades. El complejo -1 purificado se diluyé a 1.7 mg/ml en tampdn fosfato 50 mM, pH 7.4 conteniendo 0.5% de
colato sédico. La reduccidn se efectud con ditionito. Animales lactantes (A), animales adultos (®) y animales viejos
(W). Se muestra a titulo de ejemplo e} espectro del complejo I-1II oxidado en animales adultos (- - -).

Los resultados obtenidos (tabla IV-9) muestran un incremento significativo del 17%
en el contenido de citocromo b durante el desarrollo, mientras que no se aprecia diferencia
significativa durante el envejecimiento. El citocromo c¢+c; experimenta un aumento a lo largo
de la vida que representa un 21% durante el desarrollc y un 28% durante €l envejecimiento.

Tabla IV-9. Variacién cont 1a edad e el contenido en citocromos del complejo I-TI. Los resultados representan
la media + E.E.M. expresada en nmoles/mg. El mimero de determinaciones totales en cada una de éllas aparece
entre paréntesis. Significancia estadfstica con respecto a adultas: **P<0.01; ***P <0.02; ****P<(.05.

Citocromo b Citocromo ¢ +c;,
LACTANTES 7.15 £0.32 (12)**** 3.91 £0.28 (12)***
ADULTAS 8.57 +0.58 (16) 4.97 +£0.31 (16)
VIEJAS 9.41 +0.61 (13) 6.36 4:0.33 (13)**
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IV.5.3. DETERMINACION DE FMN

El contenido en FMN del complejo se determiné por fluorescencia. En la figura IV-10
se representan las caracterfsticas espectroscépicas del FMN puro junto a los espectros de
emisién de fluorescencia del FMN presente en el complejo I-III purificado para una excitacién
a 445 nm. Para facilitar la comprensién directa de los espectros, éstos se han normalizado.

1.0 [——p———————1———1———
A

INTENSIDAD R ATIVA DE FLUORESCENCIA
(2]
]

-

0

LL A

20 300 400
A (nm)

Figura IV-1{. Caracteristicas espectroscopicas del FMN en estado puro y en el complejo I-III purificado. A)

Espectros de absorcién del FMN puro en su forma reducida (—) y oxidada (- - -). B) Espectros de emisién de

fluorescencia del FMN puro {(—) y en los complejos I-TII de animales lactantes (——), adultes (—-) y viejos ().

El FMN, al igual que el resto de flavinas, exhibe picos de absorcién a 222, 267, 373
y 445 nm (figura IV--10A, lfnea continua gruesa). El espectro de emisién de fluorescencia
presenta un \nico pico a 526 nm (figura IV-10B, linea continua gruesa). Aunque existen
algunas diferencias entre las flavinas en la intensidad relativa en los picos de absorcién del UV,
es dificil identificarlas basdndose exclusivamente en las caracterfsticas espectroscdpicas de
absorcién electrénica y/o fluorescencia. La presencia en mitocondria de varios tipos de flavinas
(FMN, FAD, riboflavina), no todas asociadas como cofactores a los complejos de la cadena
respiratoria, hace imposible su cuantificacién individual por el método descrito. En cambio,
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al estar presente solamente el FMN en el complejo purificado y en ausencia de otros
compuestos que presenten similares caracteristicas fluorescentes, el método se muestra muy
sensible para la determinacién de FMN. El médximo de emisién del FMN en los complejos
aparece a 523 nm, tres nm desplazado hacia el azul, indicando que el FMN se encuentra en
un ambiente ligeramente mds hidrofébico que en disolucién. Los resultados se sintetizan en
la tabla TV-10, en donde no se observa variacién significativa en €l contenido del nucleétido
durante el desarrollc pero sf se aprecia un dencensec del 43% durante el envejecimiento.

Tabla TV-10. Variacién con la edad en el contenido de FMN en el complejo purificade. Los resultados
representan ]a media + E.E.M. expresadsa en nmoles/mg. El mimero de determinaciones totales en cada una de éllas
aparece entre paréntesis, Significancia estadfstica con respecto a adultas: **P<0.01,

FMN
LACTANTES 0.27 40.02 (12)
ADULTAS 0.32 +0.04 (16)
VIEJAS 0.18 +£0.02 (13)**

IV.5.4. DETERMINACION DE HIERRQ NO HEMO

Los resultados de las determinaciones figuran en la tabla IV-11, no aprecidndose
diferencias significativas en ¢l contenido de hierro no hemo en el complejo purificado a lo
largo de la vida.

Tabla TV-11, Variacién con Ia edad en el contenido de hierro no hemo en el complejo purificado. Los resultados
representan la media + B.E.M. expresada en nmoles/mg. El mimero de determinaciones totales en cada una de éllas
aparece entre paréntesis. Significancia estadfstica con respecto a adultas: No se han encontrado.

Hierro no hemo
LACTANTES 5.70 +0.61 (12)
ADULTAS 6.23 +0.52 (16)
VIEJAS 5.69 +£0.78 (13)
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IV.5.5. DETERMINACION DE FOSFOLIPIDOS

Al igual que en las determinaciones de hierro no hemo, no se han encontrado
variaciones significativas en el contenido de fosfolipidos en el complejo purificado con la edad.
Los resultados se recogen en la tabla IV-12.

Tabla TV-12. Variacién con la edad en el contenido de fosfolipides en el complejo purificado. Los resultados
representan la media + B.E.M. expresada en nmoles/mg. El mimero de determinaciones totales en cada una de éllas
aparece entre paréntesis. Significancia estadfstica con respecto a adultas: No se han encontrado.

Fosfolfpidos
LACTANTES 190 +19.7 (12)
ADULTAS 193 +24.6 (16)
VIEJAS 184 +21.3(13)

A continuacién se sumarizan en la tabla IV-13 los resultados obtenidos en la
caracterizacién del complejo I-1II a las tres edades.

Tabla IV-13. Resumen de la caracterizacion del complejo I-IIT purificado a las tres edades. Se representa la
media + E.B.M. Significancia estadfstica con respecto a adultas: *P<0.001; **P<0.01; ***P<0.02; ****P <0.05.
Para mds detalles, ver ol apartado IV.5. (pdgina 59} de este Capitulo.

LACTANTES ADULTAS VIEJAS

Actividad Especifica 15.9 +1.4* 43.9 £4.0 60.1 1 7.2%*=
{nmoles cit. ¢/mg/min.)

Citocromo b (nmoles/mg) 7.15 £0.32%%** 8.57 £0.58 9.41 +£0.61
Citocromo ¢+ ¢, (nmoles/mg) 3.91 £0.28*** 4.97 +0.31 6.36 10.33**
FMN (nmoles/mg) 0.27 +0.02 0.32 £0.04 0.18 10.02**
Hierro no hemo (nmoles/mg) 5.70 £0.61 6.23 +0.52 5.69 +0.78
Fosfolfpidos (nmoles/mg) 190 +19.7 193 +24.6 184 +21.3
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IV.6. ELECTROFORESIS DEL COMPLEJO I-1II

La separacién de las subunidades que componen el complejo I-1II se llevé a cabo en
muestras de las tres edades, por electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, en presencia de SDS y B-mercaptoetanol, por el método de Schigger y cols.
(1986), descrito en el Capftulo de Materiales y Métodos (apartado III.4.). El estudio se efectué
en cinco grupos de animales de cada edad, sumando 8 6 m4s experimentos, comprobdndose
que los patrones eran reproducibles (figura IV-11).

L A \% kDa

4 66.2

445

4 21.5

4 144

4 6.5

Figura IV-11. Composicién polipeptidica del complejo I-111 de Ia cadena respiratoria en mitocondria de higado
de rata en las tres edades seleccionadas, La electroforesis se llevé a cabo en geles de poliacrilamida al 16% con
SDS y condiciones reductoras por el método de Schiigger y cols. (1986). Animales lactantes (L), animales adultos
(A) y animales viejos (V). A la derecha se indican las masas moleculares del estdndar,
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Las condiciones de electroforesis utilizadas (geles al 16% de acrilamida) permiten la
separacién de proteinas de masas moleculares comprendidas entre 100-6 kDa
aproximadamente, intervalo en el cual se encuentran todas las subunidades que comprende el
complejo I-III.

Con el fin de estudiar las variaciones en la composicién cualitativa y cuantitativa de las
diferentes subunidades, se densitometraron los geles y mediante la implementacién de un
algoritmo matemadtico, se obtuvo un densitograma promedio para cada edad (figura IV-12).

De la comparacién de los densitogramas se concluye que los tres grupos de edad
presentan el mismo patrén, no observando la aparicién ni la desaparicién de ninguna de las
bandas que componen el complejo (figura IV-13). Para facilitar la comparacién, se muestran
en la figura IV-14 los densitogramas fraccionados en dos partes, correspondientes a masas
moleculares entre 75-23 kDa (figura IV-13a) y 22-6 kDa (figura IV-13b).

A partir de los densitogramas promedio para cada edad, se calcularon las diferencias
significativas de los grupos de animales lactantes y viejos, con respecto al densitograma
promedio de animales adultos que se consideré como cero (figura IV-15, densitogramas
individuales y figura IV-16, densitogramas comparados). Tantc en animales lactantes como
en animales viejos, en general, hay una disminucién global de protefnas, correspondiendo en
este segundo grupo a protefnas del complejo I fundamentalmente. En este grupo cabe destacar
la disminucién de las siguientes subunidades:

— 51 kDa, del complejo I implicada en la unidén del NADH y FMN, descenso m4s acusado en
los animales viejos,

~ 50 kDa correspondiente a la subunidad ND5 del complejo I codificada por el ADN-mt,

~ 30 kDa, que corresponde a tres subunidades del complejo I, dos de las cuales son codificadas
por el ADN mitocondrial y

- 23 kDa que presenta sitios de unién para dos centros ferrosulfuro.

— El resto de subunidades no estdn descritas funcionalmente, aunque alguna de éllas pudiera
ser importante en la estructura del complejo.

En total, se han encontrado cinco subunidades que aumentan a lo largo de la vida,
cuyas masas moleculares son:

— 75 kDa, correspondiente al complejo I, que contiene dos centros ferrosulfuro; uno

tetranuclear 4Fe—4S y otro binuclear 2Fe-28,
- 43 kDa, implicada en la unién al citocromo b, perteneciente al complejo 111,
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— 28 kDa, proteina que une el citocromo ¢ en el complejo III,
- 13.5 kDa, protefna que interacciona con la ubiquinona, también del complejo III y
- 7.5 kDa, no descrita funcionaimente,

El valor del pardmetro Fold, que se emplea para comparar ¢l grado de similitud entre
dos densitogramas, indica que una mayor similitud entre los densitogramas de animales
lactantes y adultos que cualquiera de ellos con respecto a los animales viejos (tabla TV-14).
Mientras que el valor obtenido entre animales lactantes y adultos es de 0.24, entre animales
adultos y viejos toma un valor de 0.35, llegando a 0.69 cuando la comparacién se realiza entre
animales lactantes y viejos.

Tabla 1V-14. Pardmetro Fold calculadoe a partir de los densitogramas promedio para cada grupo de edad.
v A L

LACTANTES 0.69 024 0.00

ADULTAS 0.35 0.00

VIEJAS 0.00

Figura 1V-12. Densitogramas promedio del complejo I-II1 para cada grupo de edad. Animales lactantes (A),
(pdgna 67); animales adultos (B), (pdgina 68); animales viejos (C), (pdgina 69). Se indica para cada banda la masa
molecular calculada a partir de su movilidad relativa y las masas moleculares del estdndar. Los densitogramas
promedio corresponden a un total de 10 densitogramas para animales lactantes, 15 densitogramas para animales
adultos y 13 densitogramas para animales viejos.

Figura IV-13 {pagina 70). Comparacién de los patrones del complejo I-III en las tres edades. Animales lactantes
(- ), animales adultos (---) y animales vigjos (—). Para leyends, ver figura IV-12.

Figura IV-14, Densitogramas promedio. (A) Bandas con masa molecular comprendida entre 75-23 kDa (pdgina
71). (B) Bandas con masa molecular entre 22-6 kDa (pdgina 72).

Figura IV-15. Diferencias significativas en la composicién polipeptidica del complejo I-ITI, Se representan las
diferencias significativas entre los grupos de animales lactantes (A), (pdgina 73) y apimales viejos (B), (pdgina 74)
con respecto al grupo de animales adultos junto a la masa molecular calculada por electroforesis. Las diferencias
significativas se han calculado a partir de los densitogramas promedio entre los grupos por la t de Student, asignando
el valor cero cuando p>>0.05.

Figura IV-16 (pAgina 75). Comparacién de las diferencias significativas entre animales Iactantes y viejos.
Animales lactantes (---) y animales viejos (—). Para leyenda, ver figura IV-15.
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DISCUSION

Las mitocondrias contienen un sistema genético semi-independiente (que es necesario
para la regeneracion de estos orgdnulos a través de un proceso de divisién mitocondrial), por
lo que el genoma mitocondrial debe jugar un papel importante en el envejecimiento celular
(Fleming y cols., 1982).

Segtin los 1ltimos trabajos, y como se ha expuesto en el Capftulo de Introduccién, el
propio ADN mitocondrial (ADN-mt) codifica 13 polipéptidos que forman parte de la
composicién de los complejos respiratorios (Wallace, 1992). Siete de éllos pertenecen al
complejo I denominados ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6 (Chomyn y cols.,
1985a; 1985b); en el complejo 111, Ia subunidad III (apocitocromo b), encargada de la unién
del citocromo b (Chomyn y cols., 1986), es también codificada por e] ADN-mt. Por otra
parte, también se asigna al ADN-mt tres subunidades del complejo IV, denominadas CQOI,
COIl y COII (Ching y Attardi, 1982; Mariottini y cols., 1986) y por tltimo dos subunidades
de la ATP sintasa; la APTasa 6 y la ATPasa 8 (Chomyn y cols., 1985a). Aparte de estos
polipéptidos, también se encuentran codificados por el ADN-mt los dos ARN-r necesarios y
todos los ARN-t requeridos para llevar a cabo la traduccién de las protefnas (Lander y Lodish,
1990). La expresién de los genes ADN-mt de la cadena fosforilativa requiere pues, una
mitocondria funcional que sea capaz de llevar a cabo la coordinacién de los sistemas de
transcripeién, replicacién y traduccion cuyos procesos dependen del ADN-n. De esta forma
la biogénesis de la fosforilacién oxidativa requiere cientos de genes nucleares y mitocondriales
(Shoffner y Wallace, 1990; Merriwether y cols., 1991).

Hay que considerar que el ADN-mt es particularmente mds susceptible del ataque por
radicales libres que el ADN-n, dada su proximidad fisica a la cadena respiratoria, principal
generadora de radicales libres, potencialmente mutagénicos segin los estudios de Sohal y
Brunk, (1992) y Miquel, (1952). Por otra parte, la ausencia de protefnas histonas y no histonas
asociadas al ADN vy la alta densidad de informacién debida a la ausencia de intrones, hace al
ADN-mt muy vulnerable al ataque por estos radicales libres. Esto, unido a que la mitocondria
carece también de algunos mecanismos de reparacién asociados que sf estdn presentes en el
ADN nuclear, hace que el grado de error en la gamma polimerasa sea alto. El ADN-mt,
parece pues, ser un objetivo comun del dafio producido por los radicales libres, acumulando
16 veces mds dafio oxidativo que el ADN-n, como muestra la diferente cantidad de 8-
hidroxiguanina, formada por la reaccién de radicales hidroxilo con la guanina en el ADN
mitocondrial y nuclear (Richter y cols., 1988),
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran, en primer lugar, una
disminucién de la sintesis de ATP con el envejecimiento del animal que estd asociada a
cambios morfoldgicos y funcionales de 1a mitocondria. Los estudios realizados por microscopfa
electrénica indican que con la edad, sc produce un aumento en el 4rea total de las mitocondrias
que va acompaifiado de una disminucién en la densidad de las crestas mitocondriales. Estos
estudios estdn de acuerdo con los obtenidos por otros autores en higado de rata (Hansford,
1983) y en estructuras sindpticas de cerebelo (Miiller~Hécker, 1992).

La estructura de la mitocondria es la manifestacidn mds visible de su funcionalidad.
Asi, la densidad de volumen de las crestas mitocondriales estd relacionada con su capacidad
para realizar la fosforilacién oxidativa de forma que la morfologia y el nimerc de crestas
mitocondriales varfa de unos tejidos a otros en funcién de las necesidades energéticas de la
célula (Hansford, 1983). En los estudios morfolégicos realizados, micrograffas electrénicas
(figura IV-1) y determinacién de pardmetros mitocondriales (figura IV-2), se observa que las
mitocondrias de animales envejecidos estdn hinchadas, resultados concordantes con los
descritos por Fleming y cols. {1983).

La disminucién de consumo de oxfgeno observado (tabla IV-2), podria indicar una falta
de habilidad por parte de la cadena respiratoria para llevar a cabo la sintesis de ATP, por lo
que a primera vista, cabe pensar que la declinacién de la fosforilacion oxidativa con la edad
puede ser producto de la acumulacién de dafio oxidativo en la mitocondria y en el ADN-mt,
que repercutirfa en una disfuncién en los complejos respiratorios de 1a cadena transportadora
de electrones (Linnane y cols., 1989; Ames, 1989; Piké y cols., 1988).

Los resultados obtenidos de la medida de actividades enzimaticas de los complejos
respiratorios que se han determinado en el presente trabajo, no puede decirse que en su
totalidad han sido los que cabria esperar (tabla IV-5 y figura IV—4), de acuerdo a lo
anteriormente expuesto. Asf la actividad el complejo I (NADH ubiquinona oxidorreductasa)
muestra una disminucién a lo largo de 1a vida, resultado concordante con el hecho de que es
el complejo respiratorio que posee un mayor mimero de subunidades codificadas por el
ADN-mt, que por las razones expuestas al principio del Capftulo, estd mds expuesto al ataque
de los radicales libres, y por tanto més susceptible al deterioro. Estos resultados también son
concordantes con los obtenidos por otros autores en trabajos realizados tanto en muisculo
esquelético (Trounce y cols., 1989), como en tejido hepdtico (Yen y cols., 1989; Genova y
cols., 1995). Otros autores, por ¢l contrario, no aprecian disminucién en la actividad
enzimdtica del complejo I con la edad (Takasawa y cols., 1993; Torii y cols., 1992), si bien
hay que tener en cuenta que en estos estudios los animales envejecidos no superan los dos afios
de vida.
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Un razonamiento andlogo podria aplicarse al complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) que
segin muestran los resultados (tabla IV-3), también experimenta un acusado descenso de su
actividad durante el envejecimiento, siendo el segundo complejo con mayor niimero de
subunidades codificadas por el ADN-mt (tres en total). Estos resultados estdn de acuerdo con
trabajos realizados tanto en misculo esquelético (Trounce y cols., 1989), como en tejido
hepdtico (Yen y cols., 1989; Boffoli y cols., 1994). Este tltimo autor realiza en su trabajo
estudios de inmunotransferencia de la citocromeo ¢ oxidasa, con el fin de examinar si el
descenso de la actividad catalitica observado en el complejo es debido a una alteracién en su
composicién polipeptidica, llegando a la conclusién de que existe una disminucién de algunas
de sus subunidades con la edad, entre las que se encuentra la subunidad II que estd codificada
por €l ADN-mt. Por el contrario Vorbeck no encuentra variaciones en la composicién
polipeptidica por PAGE-SDS (Vorbeck y cols., 1982).

La actividad enzimética del complejo I (succinato ubiquinona oxidorreductasa), segin
los resultados obtenidos, no varia ni durante el desarrollo ni durante el envejecimiento,
resultado de acuerdo con otros autores (Takasawa y cols., 1993; Torii y cols., 1992; Cooper
y cols., 1992; Byrne y cols., 1991), resultado que no contradice la teorfa del deterioro del
genoma mitocondrial con el envejecimiento, puestc que todas sus subunidades estdn
codificadas por el ADN-n que estd menos expuesto a los ataques de los radicales libres.

En cuanto a las actividades enziméticas de los complejos III {ubiquinol citocromo ¢
oxidorreductasa) y I-IT1 (NADH citocromo ¢ oxidorreductasa) acoplados, la interpretacion es
mds complicada, puesto que el complejo III aumenta moderadamente su actividad durante el
envejecimiento y €l complejo I-III experimenta un incremento muy significativo de su
actividad a lo large de la vida (figura IV—4).

Con los datos expuestos, es evidente que las variaciones de las actividades resultantes
de los complejos I y III no pueden justificar el incremento observado para el complejo I-111
acoplado. Cabrfa pensar que el efecto observado fuese debido, bien a la presencia de una
mayor cantidad de complejo en la mitocondria en animales envejecidos, o a algtin factor de
acoplamiento {(aumento de la actividad intrfnseca del complejo), o incluso considerar la
controvertida hip6tesis de Schal (Sohal y Brunk, 1992), segiin Ia cual, existe en la cadena
respiratoria una via no catalizada de formacién de radicales libres cuyos procesos de
transferencia de clectrones contribuyen a sobrevalorar la actividad de los complejos
respiratorios.

Para discernir entre estas hipétesis se han efectuado los estudios inmunoldgicos en
mitocondria con el fin de cuantificar la cantidad del complejo I-III presente en los tres grupos
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de edad. Los resultados del andlisis de la regresién lineal efectuado entre la densidad 6ptica
obtenido vs cantidad de mitocondria incubada con el anticuerpo frente al complejo I-TII
obtenido (tabla IV-6), muestran que la pendiente de los animales viejos es significativamente
mayor que la de animales adultos en un 11.5%, si bien este aumento, aunque significativo, no
parece dar cuenta, por completo, del incremento observado en la actividad enzimdtica. El
incremento en la cantidad de enzima presente deberfa reflejarse en el contenido de los
diferentes grupos funcionales que forman parte del complejo. Sin embargo, la medida en
mitocondria de estos grupos presenta algunas dificultades, no siendo posible, en algunos casos,
su determinacién debido a los siguientes motivos:

1) Algunos no son componentes especificos del complejo I-1II, como los centros
ferrosulfuro (centros Fe-S), que se encuentran presentes en todos los complejos que
componen la cadena transportadora de electrones, actuando como centros rédox.

2) El FMN presenta similares propiedades espectroscopicas que €l resto de flavinas,
tal como el FAD (De Luca y cols., 1956), que forma parte del complejo I, lo cual
invalida cualquier estudio de este tipo.

3) La determinacién de citocromos parece ser dependiente de! método de reduccién
(Sato y Hagiara, 1970) y de manera muy notable de la posible contaminacién de
hemoglobina y mioglobina (Bookelman y cols., 1978).

Por estas razones, sélo ha sido posible determinar los niveles de citocromos presentes
en mitocondria. Sin embargo, los resultados de estas determinaciones, no han podido
esclarecer esta primera posibilidad, puesto que sélo se ha apreciado una disminucién en el
contenido de citocromo b en animales lactantes, no habiendo observado cambios en el
contenido en citocromo ¢+c;. En cambio, s{ parece confirmado el descenso en la actividad
enzimdtica del complejo IV, al observarse una disminucién significativa en el contenido en
citocromo a-+a; en animales envejecidos (tabla IV-7). Este descenso en el contenido de
citocromo a+a,, también es apreciado por otros autores (Genova y cols., 1995), aunque no
observan ningiin cambio en los otros dos citocromos. Estos mismos autores sefialan que el
descenso de la actividad especifica de 1a citocromo ¢ oxidasa en mitocondria de higado de ratas
viejas (24 meses) es €l resultado del descenso en citocromoe a+a; ya que la actividad del centro
catalftico de la enzima permanece invariable.

A la vista de estos resultados, parece evidente que en el incremento en la actividad

enzimdtica del complejo I-1I1, deben desempefiar un papel importante, los grupos funcionales
que intervienen en los distintos procesos de transferencia de electrones que ocurren en la
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cadena transportadora de electrones. Se sabe que en esta transferencia de electrones, aparte de
los grupos prostéticos tales como flavinas (FMN) y citocromos (b, ¢+c;), también participan,
como centros rédox, protefnas ferrosulfuradas (Hatefi, 1985), por lo cual cualquier variacién
en su contenido y/o estructura podrfa reflejarse en una variacién de la actividad enzimética.

Las determinaciones de estos grupos funcionales efectuadas en el complejo I-II1
purificado parecen confirmar el descenso de actividad del complejo I observado en animales
viejos, ya que, aunque no se han encontrado variacién en el contenidc de hierro no hemo (que
da cuenta de los centros ferrosulfuro), a lo largo de la vida, el contenido en FMN experimenta,
en animales viejos, una marcada disminucién. Este resultado vendria avalado por el hecho de
que la concentracién relativa de la subunidad de 51 kDa, implicada en la unién a NADH y
FMN, disminuye notablemente en animales viejos (figura IV-16).

Aunque no es un objetivo propio de esta Tesis el andlisis de la topologfa del complejo,
los estudios de fluorescencia realizados para la determinacién de FMN, permiten especular
acerca del microentorno en el cual se encuentra el fluoréforo (término empleado en
fluorescencia para designar a los compuestos que presentan caracteristicas fluorescentes,
andlogo al término de cromdéforo empleado en espectrofotometria de absorcién). La emisién
de fluorescencia de un fluoréforo es muy sensible a los cambios de polaridad que se produzcan
en el microentorno de dicho compuesto, de forma que el mdximo de emisién de éste,
experimenta un desplazamiento con respecto al mdximo de emisién que presenta en disolucién.
Este desplazamiento se produce hacia menores longitudes de onda (corrimiento hacia el azul)
si la polaridad del entorno disminuye, como consecuencia de un aumento de lIa hidrofobicidad,
o hacia longitudes de onda mayores (corrimiento hacia el rojo) si 1a polaridad aumenta, El
corrimiento es tanto mds acusado, cuanto mayor sea la variacién de polaridad. En los estudios
realizados, se observa que el médximo de emisién se encuentra, en las tres edades, ligeramente
desplazado hacia el azul (figura IV-10), con respecto al que presenta en disolucién acuosa (526
nm), lo que indica que el disolvente es bastante accesible al fluoréforo y que éste debe
encontrarse en una zona bastante superficial del complejec, lejos de la regién hidrofébica del
complejo.

En cuanto al contenido en citocromos (tabla IV-9), que recordemos estdn asociados al
complejo III, la menor actividad enzimdtica observada en animales lactantes, podria ser
producto de ]la menor cantidad de citocromos encontrada en el complejo purificado, resultado
que tambien queda reflejado en la disminucién que experimentan las dos subunidades
implicadas en sus respectivas uniones. Los resultados obtenidos en animales viejos para estos
grupos funcionales indican, que si bien se observa un incremento en el contenide de citocromo
c+c;, el contenido de citocromo b no varfa (figura IV-16). El andlisis de bandas, por su parte,
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indica que las subunidades del complejo implicadas, aumentan ligeramente en el
envejecimiento. Hay que sefialar la ausencia de bibliograffa en estudios comparativos de este
tipo en el complejo purificado, lo que aumenta el grado de incertidumbre a la hora de
interpretar los resultados.

Aunque estos estudios no evidencian claramente un efecto de aumento intrinseco de
actividad del compleje I-III en animales envejecidos, es posible comprobar su existencia
comparando las actividades especfficas obtenidas en mitocondria y en complejo purificado.

Si consideramos que las variaciones en la actividad especifica del complejo I-II1 son
producto exclusivamente de los niveles de complejo presentes en mitocondria, las actividades
especificas en el complejo purificado deberfan ser similares en las tres edades, puesto que en
este caso, Ia cantidad de protefna total corresponde practicamente por completo al complejo
I-1II, como muestran los estudios de pureza. El hecho de que estas actividades muestren un
comportamiento similar al que se observa en mitocondria, es decir, un aumento significativo
con la edad, indica que debe de existir otro efecto, distinto al de la cantidad de complejo, que
sea responsable de las variaciones observadas.

En mitocondria, las variaciones de las actividades especificas pueden ser reflejo de los
niveles presentes de las enzimas y/o de modificaciones de los procesos implicados en su
actividad. En cambio, en los complejos purificados la variacién de la actividad especffica es
independiente de la cantidad de complejo, puesto que 1a protefna presente, como se ha indicado
anteriormente, corresponde pricticamente al complejo, manifestdndose solamente el efecto de
mayor actividad.

Se puede considerar pues, que el incremento total observado en la actividad especifica
del complejo es la suma del incremento de Ia actividad especffica debida al efecto de mayor
actividad intrinseco mds el incremento de actividad especffica debida al efecto de cantidad
presente:;

AA= AA, + AA_ 1

siendo

AA, el incremento total en la A.E.,

AA,., el incremento en la A.E. debida al efecto de mayor actividad intrinseco,

AA,,, el incremento en la A.E. debido al aumento de los niveles del complejo presentes en
mitocondria.

82



_ DISCUSION

El incremento en porcentaje se obtendrd dividiendo la expresién [1] entre AA, y
multiplicando el resultado por cien. Como conocemos el incremento total de actividad
(mitocondria) y el incremento por mayor actividad (complejo), podemos estimar el incremento
por cantidad. Para el caso entre animales envejecidos (v) y adultos (a), la expresién anterior
vendria dada por:

[A A]v'.mit = [AA]v’ucom_l_ AAV’“ca [2]

Sustituyendo en 1a expresién [2] los respectivos valores para las actividades especificas
reflejadas en la tabla IV-5 y figura IV-8, obtenemos un valor para el incremento debido a
cantidad de complejo de —13.3% para animales lactantes y de 12.5% para animales viejos en
perfecta consonancia con los obtenidos en los estudios inmunolégicos, en los cuales las
variaciones observadas representan 12.5 y 11.5% respectivamente.

Estos resultados vienen avalados por ¢l hecho de que la mayorfa de las subunidades
proteicas que aumentan durante el envejecimiento estdn implicadas directamente en la actividad
del complejo I-III (figura IV-16), correspondientes a subunidades de unién de centros
ferrosulfuro (75 kDa) del complejo 1, citocromos & (43 kDa), c+c¢, (27 kDa) y ubiquinona
(13.5 kDa) del complejo III.
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Como consecuencia de Ia interpretacién, discusion y critica realizadas de los resultados
experimentales obtenidos en esta Memoria, se proponen las siguientes CONCLUSIONES:

— Los estudios morfol6gicos indican que con la edad se produce un hinchamiento de las
mitocondrias y una disminucién del volumen de las crestas mitocondriales.

— Ciertos pardmetros que dan cuenta de la transduccién energética en Ia mitocondria, como
son el consumo de oxigeno, el transporte de calcic a través de la membrana interna
mitocondrial y los niveles de ATP, disminuyen durante el envejecimiento.

~ Esta disminucién no se traduce, como cabria esperar, en una disminucién generalizada de
las actividades enzimdticas de los complejos respiratorios, sino que estos muestran una
variacién desigual en su comportamiento a lo largo de la vida.

- Dicha variacién, en principio, parece estar asociada al mimero de subunidades, de cada
complejo en particular, codificadas por el ADN-mt, de tal forma que el complejo 1I,
codificado integramente por el ADN-n no experimenta variacién. Por el contrario, los
complejos I y IV que son los que contienen un mayor nimero de subunidades codificadas por
el ADN-mt, experimentan una marcada disminucién. Sin embargo, este razonamiento no es
aplicable al complejo III, cuya actividad aumenta ligera, pero significativamente durante el
desarrollo y el envejecimiento.

- La actividad del complejo I-III aumenta muy significativamente a lo largo de la vida. Este
aumento, sin embargo, no se corresponde con las variaciones en las actividades enzimdticas
de los complejos I y III por separado, ya que como se ha indicado en el apartado anterior, la
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actividad del complejo I disminuye en el envejecimiento mientras que la del complejo III
aumenta a lo largo de la vida .

6.

- Los resultados de los estudios inmunolégicos indican que en la mitocondria de animales
vigjos, los niveles de complejo I-II aumentan con la edad en un 11% aproximadamente. Este
aumento no parece justificar, por sf solo, el marcado incremento observado en la actividad del
complejo a lo largo de la vida.

- El hecho de que en el complejo purificado se observe un comportamiento similar de la
actividad del complejo I-III al de la mitocondria, indica que deben existir, ademds de un
mayor nivel de enzima en animales envejecidos, otros efectos que incrementen la actividad del
complejo, relacionados con el acoplamiento entre los complejos constituyentes.

— Las determinaciones de los grupos cataliticos, asf como el andlisis de las subunidades que
componen el complejo I-1II, indican que:

a) Aunque no se han encontrado variaciones en el contenido de hierro no hemo en el
complejo, sf existe una disminucién de algunas de las subunidades asociadas a la unién
de los centros ferrosulfuro.

b) El contenido en FMN, presente en el complejo I, y 1a subunidad asociada a su
unién, disminuyen durante el envejecimiento.

c) El contenido en citocromos aumenta a lo largo de la vida al igual que las
subunidades implicadas en su unién.

d) Las subunidades proteicas del complejo que disminuyen durante el envejecimiento
pertenecen mayoritariamente al complejo I, algunas de las cuales corresponden a

subunidades codificadas por el ADN mitocondrial.

€) Las subunidades que aumentan a lo largo de la vida, excepto una, corresponden a
subunidades funcionales del complejo I-1IL
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f) Existen variaciones en subunidades que si bien, no se les asigna una funcionalidad,
podrian desempeiiar un papel importante en la estructura del complejo, destacando la
disminucién en animales lactantes y viejos de las subunidades de 39, 30, 25 y 10 kDa,
el aumento en animales viejos de la subunidad de 9.5 kDa y el aumento a lo large de
la vida de la subunidad de 7.5 kDa

— En el envejecimiento se produce un aumento de la actividad del complejo I-1II, y aunque

las razones del mismo, no se pueden explicar de manera completa, este aumento, desde un
punto de vista fisiolégico, podrfa corresponder a un mecanisme compensatorio de la
mitocondria para hacer frente a la disminucién funcional del complejo I, en animales
envejecidos.
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