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INTRODUCCION



I. EL ENVEJECIMIENTO

_El envejecimiento es definido por muchos gerontélogos como la disminucién
progresiva de la eficacia de la homeostasis. Datos que corroboran esta definicién los
encontramos en el descenso lineal y mantenido, dependiente de la edad, de la capacidad
méxima de la mayor parte de las funciones fisiolégicas, que se produce en el hombre a
partir de los 20 afios (Cutler, 1984). Frente a esta pérdida del rendimiento funcional, el
término senescencia suele hacer referencia a los procesos de deterioro que llegan a

constituir causas naturales de muerte (Martin, 1985).

~ Aunquea algunos nos cueste aceptarlo, el proceso del envejecimiento es, en el
fondo, tan natural como el de respirar. Sin embargo, aparte de su propia naturaleza, la gran
diferencia entre ambos procesos radica en que entendemos perfectaménte cémo -es el
mecanismo de la respiracién, pero en el caso del envejecimiento sabemos muy poco de

cémo se produce y casi nada de por qué ocurre.

Lo que quiz4 ya no resulte tan natural es ¢l elevadisimo nimero de personas
de edad que viven en la actualidad en cualquier sociedad desarrollada y que es fruto de los
avances técnicos en medicina, sanidad pGblica y nutricién. Esto no ocurre con la mayor
parte de las especies en la naturaleza, que mueren generalmente antes de, o en cuanto
comienzan a aparecer los sintomas de envejecimiento. Parece l6gico pensar que la seleccién
natural utilice un amplio abanico de opciones y combinaciones de procesos que garanticen
la desaparicién de un individuo, ya que ésta es bédsica para evitar la competencia por la

comida y el espacio.

En poblaciones primitivas (como ocurria hace cientos de afios) hay pocos
individuos que alcancen la longevidad m4xima porque mueren antes debido a enfermedades
infecciosas, accidentes, predadores o falta de alimento; ésto no ocurre en sociedades
desarroliadas en las que los individuos jévenes mueren en accidentes normalmente y son

los ancianos los que suelen padecer distinto tipo de enfermedades, muchas de las cuales
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conducen a la muerte. Por tanto, en las sociedades avanzadas se ha producido un aumento
de la vida media (rectangularizacién de la curva de supervivencia), pero la vida méxima es,

probablemente, la misma.

La investigacién sobre envejecimiento en la actualidad, presenta el aspecto de
un amasijo’ caleidosc6pico. Existen multitud de teorias distintas y el nimero continda
aumentando. Esto se debe al rdpido progreso de los conocimientos sobre fendémenos
bioldgicos, asi como a la aplicacién de nuevas técnicas y métodos de investigacién. Resulta
obvio que hoy, con el nivel de conocimientos actual, no se espera la aparicién de una teorfa
Gnica, 0 una causa principal responsable del fenémeno de envejecimiento. Varias teorfas
pueden coexistir, porque no se contradicen, o también porque son capaces de explicar
distintos aspectos o formas de envejecimiento (Medvedev, 1990). El intento de
simplificacién que supone el defender una y s6lo una de las teorias posibles sobre-
envejecimiento recuerda a la historia de los ciegos y el elefante que relata John Saxe, poeta
norteamericano del siglo XIX: cada uno de los sabios ciegos defendia su propia definici6n
de cémo era un elefante tras tocar una parte distinta del cuerpo de éste. Todos tenfan

razén, pero al mismo tiempo todos estaban equivocados (Barash, 1983).

Lo que sf estd claro entre la'cofnunidad cientifica es que cualquier teoria
moderna de envejecimiento debe ser capaz de explicar, no sélo por qué los organismos
envejecen con el tiempo y llegan a morir, sino también las diferencias evolutivas de
longevidad entre especies y la razén por la que estos procesos de envejecimiehto tienen
velocidades tan diferentes en distintas especies, tejidos o incluso células (Medvedev, 1990).
Cualquier teorfa de envejecimiento deberia explicar el que, aunque la vida méxima parezca
estar fijada genéticamente para cada especie, la longevidad de cada individuo puede ser

alterada por condiciones ambientales.

Asi por ejemplo, la longevidad puede verse afectada por la temperatura. Se
sabe que animales como los reptiles o los insectos viven méds a bajas temperaturas. Se
piensa que este hecho es debido a la mayor tasa metabélica y mayor consumo de oxigeno
a temperaturas altas; esta correlacién inversa entre la longevidad y lo que Rubner llamé

"tasa de vida" fue propuesta por primera vez en 1908. Aunque esta teorfa ha sido muchas
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veces criticada debido a sus muchas excepciones, el principio que subyace en su
planteamiento continta siendo vélido y conecta con otras teorfas como, por ejemplo, la de
los radicales libres; ia tasa de metabolismo correlaciona con la tasa de produccién de
radicales y por tanto con el dafio producido por éstos. Los experimentos para intentar
aumentar la longevidad méxima mediante dietas de restriccién cal6rica fueron estimulados
en un principio por estas teorfas de "tasa de energfa metabdlica” (McCay et al, 1943;
McCarter et al, 1985; Masoro, 1988).

Se ha intentado clasificar todas estas diferentes teorfas de distintas formas. As,
las clasificaciones m4s tradicionales intentan subrayar las diferencias entre unas y otras.
Hoy parece hacerse un esfuerzo por encontrar puntos de complementariedad y
solapamiento entre ellas para conseguir asf una clasificacién ms racional. Existen diversas
clasificaciones, pero podemos dividirlas en dos grandes grupos: teorias de envejecimiento
genéticamente programado y de envejecimiento por acumulacién de errores o daiio (teorfas
estocésticas).

1.- Teorias de envejecimien néticamente program

Esta teoria propone una serie de suces;os que estarian codificados en el genoma.
La existencia de un control genético del envejecimiento parece desprenderse del hecho de
que existan diferencias especificas de longevidad y que tendencias longevas sean
hereditarias en determinadas poblaciones. De la misma forma, las diferencias de longevidad
entre machos y hembras tienen una base genética. Podemos encontrar evidencias que
apoyan este tipo de control genético en ejemplos muy concretos, como el de los saimones,
que mueren poco despues de reproducirse debido a una serie de procesos degenerativos
que se encuentran bajo control hormonal. Asi, si los individuos inmaduros son castrados se

consigue retrasar la puesta en marcha de dichos procesos (Halliwell y Gutteridge, 1989).

El caso de la enfermedad denominada progeria o sindrome de envejecimiento
prematuro, as{ como el sindrome de Werner, demuestran c6mo unos pocos genes pueden
resultar determinantes en el proceso de envejecimiento. Se especula con la posible

existencia de unos genes destructores de expresién tardfa. Otros investigadores postulan que
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el control lo ejercerian unos genes reguladores que mantendrian suprimidos a los genes
destructores. Con la edad la inhibicién descenderia, permitiendo que los genes

autodestructores se expresasen (Cutler, 1984).

En contra de esta teorfa genética estarfa el hecho de que muy pocos animales
salvajes llegan a edades avanzadas pues mueren antes. Por ello no parece légico que la

naturaleza haya favorecido el desarrollo de un envejecimiento genéticamente programado.

Una hipdtesis alternativa es que sea la longevidad la que haya evolucionado y
no un mecanismo de envejecimiento. Esto podria explicar la invariabilidad de la vida
mdxima de los individuos de cada especie. Se ha propuesto una correlacién entre la eficacia
de los procesos reparadores del DNA y la longevidad de las especies. Esta y otras
observaciones hacen sugerir la existencia de genes determinantes de la longevidad (Halliwell
y Gutteridge, 1989).

2.- rf nvejecimiento |

" Estas teorfas se basan en la acumulacién de errores, debido a que la eficacia
de los sistemas reparadores y de mantenimiento es siempre inferior a la que se necesitarfa
para sobrevivir indefinidamente (Kirkwood, 1984). Las macromoléculas defectuosas se

pueden acumular fruto de un proceso de "usar y romper”® o por errores en su sintesis.

Podemos, a su vez, subdividirlas en distintas familias atendiendo al caracter de
los errores (post-transcripcionales, acumulacién de entrecruzamientos diversos, errores a
nivel de biosintesis, etc.), al tipo de moléculas al que se da prioridad (protefnas, RNA o
DNA) o al nivel de organizacién (genoma y cromosomas, células, tejidos y 6rganos).

En este grupo se incluyen teorias como la propuesta por Orgel en 1963 {error
catastréfico). El postulaba que, con la edad y debido a errores en la transcripcién del RNA
y su traduccién a proteinas, se producia una acumulacién de protefnas alteradas y no
funcionales en las células. Dicha acumulacién, en Gltimo extremo, conducia a un error

catastréfico que impedia por completo un normal funcionamiento, originando una pérdida
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de la homeostasis celular y provocando la muerte de la célula. Al alterarse proteinas de la
maquinaria de sintesis se amplifican los errores en la siguiente generacién de proteinas.
Este es un concepto distinto al de las teorfas de mutacién somética; la idea bésica es que
la habilidad de una célula para producir proteinas normales y funcionales no depende sélo
de una correcta especificacién genética de las secuencias polipeptidicas, sino también, de

la competencia y fidelidad del aparato de sintesis (Arking y Dudas, 1989).

Procesos de envejecimiento de tejidos especificos como pueden ser la piel, el
tejido conectivo o el ojo, responden perfectamente a estas caracteristicas. As{ por ejemplo,
se ha observado en este dltimo caso cémo las proteinas se agregan y presentan
entrecruzamientos que dan lugar a la opacidad del ojo. En esta ocasi6n se piensa que el
problema no est4 a nivel de transcripcién o traduccién, lo que ocurre es que el "turnover"
o tasa de recambio de estas protefhas no es suficientemente rdpido y las que estdn daiiadas

no son reemplazadas a tiempo.

Otro factor a tener en cuenta por su posible implicacién, es el mecanismo
proteolitico celular, encargado de degradar protefnas anormales y que podrfa perder

eficacia con la edad.

También aqui incluirfamos una de las teorias que en la actualidad cuenta con
mds seguidores, la teoria de envejecimiento debido a radicales libres, propuesta por
Harman (1956) hace menos de 40 afios. Segin €L, el envejecimiento se debe al daiio que

producen los radicales libres en los tejidos.

Lo que en la actualidad parece estar claro para biélogos y geront6logos es que
el envejecimiento no es debido a una sola causa o factor. Por éjemplo, nadie duda que los
radicales libres representan un producto peligroso del metabolismo del oxigeno, y que si no
son inmediatamente eliminados por enzimas especializadas como la superéxido dismutasa,
catalasa o glutatién peroxidasas, pueden producir mutaciones sométicas, errores en la
sintesis de proteinas, peroxidacién de las membranas o daiio al DNA. Sin embargo, ésto no
significa que los radicales puedan explicarlo todo. De la misma forma, las teorfas de error

y mutacién tampoco tienen respuesta para todo, aunque no por ello dejan de ser
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importantes. La existencia de muchos casos de envejecimiento morfogenético y de
envejecimiento genéticamente programado, no quita validez a los fenémenos al azar como

los errores y las mutaciones.

La complejidad de los procesos de envejecimiento lleva a sugerir teorfas
globales que tomen muchos factores y procesos en consideracién. Estas teorias deben
concentrarse en buscar regiones de interaccidn y solapamiento entre teorfas m4s puntuales
y conseguir métodos de andlisis mejores y més definitivos. El envejecimiento, al igual que
la morfogénesis o el cdncer pertenece a esa clase de procesos biol6gicos cuyos resultados

son obvios, pero cuyo mecanismo permanece todavia oscuro.

IL IDAD DEL OXIGE
1.- Antecedentes histéricos

En la actualidad casi todos los cientificos estdn de acuerdo en que la vida en
la Tierra tuvo su origen bajo una atmdsfera reductora compuesta principalmente por
hidrégeno, amoniaco, metano y vapor de agua (Gilbert, 1981). En esta primitiva atmdsfera
terrestre con elevados niveles de radiacién, temperaturas altas y abundante superficie de
agua, el oxigeno molecular sélo estaba presente en una cantidad insignificante debido a su
extraordinaria reactividad quimica. Fue hace unos 2.000 millones de aios cuando su
concentracién comenzé a aumentar coincidiendo con la aparicién de los primeros
organismos fotosintéticos y la capa de ozono en la alta atmdsfera (Herbig, 1981). El oxigeno
liberado como subproducto en la fotosintesis empezé a acumularse en la atmdsfera y fue
este aumento gradual de su concentraci6n el que llevé a la aparicién de organismos con un
metabolismo aerobio (Cloud, 1983).

Este cambio en las condiciones ambientales debi6 suponer una fuerte presién
evolutiva sobre todos los organismos, viéndose favorecidos los mejor adaptados a la nueva
situacién, es decir, aquellas formas de vida més capaces de hacer frente al ataque oxidativo
de una atmdésfera cada vez miés rica en oxigeno. Para ello necesitaron de una serie de

sistemas de defensa tanto enzimdticos como no enziméticos.
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El estudio de organismos anaerobios actuales nos da una idea de lo que ocurrié
con numerosas especies primitivas que no fueron capaces de adaptarse y desaparecieron
ante la presién ambiental (Halliwell y Gutteridge,1989). Algunos organismos lo que han
hecho es, simplemente, evitar el contacto con el oxigeno molecular desarrollindose en
ambientes anaerobios o como algunas cianobacterias, proteger su enzima nitrogenasa en
celulas especiales de paredes muy gruesas y resistentes al oxigeno denominadas
heterocistos. Otros, aerotolerantes, no lo utilizan en su metabolismo; pero los organismos
aerobios, debido a su necesidad metabdlica de utilizar el_oxigeno como aceptor final de
electrones para la oxidacién de sustratos y obtencién de energfa, han recurrido a otros

mecanismos de defensa.

Entre ellos podemos citar la estrategia de ligar el oxigeno a moléculas
transportadoras como la hemoglobina, mioglobina o el citocromo P4sp la reduccién
multivalente del oxigeno, lo que en sistemas bioldgicos implica la utilizacién de metales de
transicién como el Fe(II) y el Cu(II) y de enzimas como la citocromo ¢ oxidasa, ascorbato
oxidasa o tirosinasa; la compartimentalizacién de la célula para relegar determinadas
reacciones peligrosas a orgdnulos concretos (Cutler, 1984); mecanismos de "quenching"
(extincién) capaces de eliminar las especies t6xicas derivadas del oxigeno impidiendo la
propagécidn de reacciones oxidativas; sistenas reparadores del daiio celular producido por
estos intermediarios t6xicos resultado de la reduccién univalente del oxigeno; y por dltimo,
sistemas enziméticos especificos para eliminar estos productos (Gilbert, 1981). El oxigeno
ha resultado ser ttil para la obtencién de mayor cantidad de energfa, sin embargo los
sistemas de defensa antioxidante no son eficaces al 100% y éste es el precio que la biosfera

debe pagar.

No fue hasta finales del siglo XVIII cuando dos cientfficos, Priestley (1775) y
Scheele (1777), de manera independiente, descubrieron el oxigeno. Algunos afios m4s tarde,
Seguin y Lavoisier sefialaron las semejanzas entre el proceso de combustién y la respiracién
de los animales. Pricticamente desde su descubrimiento pueden encontrarse referencias
respecto a la toxicidad de este gas. Asf, sus mismos descubridores, en experiencias
realizadas con plantas, sefialaban cémo una atmésfera de oxigeno puro impedia el

crecimiento. De manera similar, Priestley realizé posteriormente experimentos con ratones,
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observando c6mo el oxigeno provocaba la muerte de éstos. Anélogos resultados obtuvo
Lavoisier con cobayas, y aflos més tarde Pasteur, al observar cémo la presencia de oxigeno

era suficiente para matar a ciertos microorganismos.

Sin embargo, estos hechos no fueron muy tenidos en cuenta hasta que Paul Bert
(1878) con sus estudios demostré de forma inequivoca la toxicidad del oxigeno y la
universalidad de estos efectos téxicos. Desde entonces han sido muchos los trabajos
realizados sobre este tema, de una manera especial en las dos Gltimas décadas, después de
que Rebeca Gerschman (Gerschman et al, 1954) implicase a los radicales libres del oxfgeno
en el mecanismo de toxicidad y, sobre todo, tras el descubrimiento de la actividad
éuperéxido dismutasa por McCord y Fridovich en 1968 (McCord y Fridovich, 1969). Hoy
dfa muchos autores piensan en esa toxicidad del oxigeno como una de las principales causas
del envejecimiento animal (Cutler, 1984; Sohal y Allen, 1986; Miquel 1991), asf como de
muchas enfermedades y procesos degenerativos entre los que se pueden citar el céncer,

inflamacién, Parkinson, problemas de isquemia-reperfusién, etc.(Jamieson, 1989).

2.- jologi m igen

El oxigeno resulta esencial para la vida de los organismos aerobios y al mismo
tiempo es una sustancia téxica. Esta toxicidad ha sido observada en la mayorfa de los
organismos. Durante el siglo pasado y la primera mitad de éste se han ido acumulando
datos descriptivos sobre la letalidad y las consecuencias patolégicas de Ia exposicién a altas
presiones parciales de oxigeno. El oxigeno a concentraciones superiores a las normales en
aire resulta t6xico para plantas, animales, bacterias aerobias como por ejemplo E. coli y
cultivos celulares.

Asi, los animales parecen ser en general mds susceptibles que las plantas
(Matkovics, 1977). Pero en tejidos vegetales se ha visto también c6mo altas tensiones de
oxigeno inhiben el crecimiento de cloroplastos, disminuyen la viabilidad de semillas y el
crecimiento de raices, dafian las membranas, estimulan la abscisién de hojas y aumentan
la incidencia de anormalidades en el crecimiento {(Halliwell, 1981; Halliwell y Gutteridge,
1989).
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La susceptibilidad al oxigeno en los animales es muy variable. Esto resulta obvio
y asi podemos hablar de organismos anaerobios estrictos, como la bacteria Treponema
denticola y varias Clostridia, que s6lo crecen en ausencia total de oxigeno, anaerobios
moderados, que se desarrollan en atmésferas con hasta un 10% de oxigeno, o
microaeréfilos, como Treponema Pallidum, que necesitan una pequeiia concentracién de
oxigeno para crecer pero no toleran una concentracién del 20%. Incluso dentro de los
anaerobios estrictos encontramos un amplio espectro de tolerancias, algunos mueren por
una breve exposicién, mientras que en otros casos lo que se produce es una inhibicién del

crecimiento (Halliwell y Gutteridge, 1989).

En el caso de E. coli y otras bacterias aerobias la exposicién a oxigeno puro a
una atmésfera de presién hace que disminuya el ritmo de crecimiento hasta alcanzar la
inhibicién total (Brown y Yein, 1978; Farr et al, 1988).

En general, los invertebrados suelen ser mds resistentes que los vertebrados,
aunque, por ejemplo, el oxigeno puro a menos de una atmosfera de presién (0,3-0,5
atmdsferas) resulta letal para Drosophila melanogaster (Balentine, 1982), mientras que
existen estudios en humanos en los que se ha utilizado oxigeno puro a una presién entre
0,75 y 2 atmésferas (Clark y Lambertsen, 1971).

Los animales poiquilotermos parecen ser m4s resistentes al oxigeno que los
homeotermos; asf por ejemplo, las tortugas son capaces de tolerar oxigeno puro a una
atmésfera de presién durante varios meses, aunque esta resistencia dismipuye al aumentar
la temperatura ambiental (Balentine, 1982; Halliwell y Gutteridge, 1989). Anfibios adultos
son también capaces de sobrevivir durante largos periodos de tiempo en atmdsferas de un
100% de O, (Barja de Quiroga et al, 1988; Ldpez-Torres et al, 1988), y sin embargo,
mamiferos como la rata mueren durante los tres o cuatro primeros dias de exposicién. Las

aves son también especialmente resistentes (Huber y Drath, 1981).

En cualquier caso, los efectos téxicos del oxigeno varfan segln el organismo de

que se trate, su edad, sexo, tasa metabdlica, estado fisioldgico y dieta.
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Asf, resulta generalmente aceptado que los animales recién nacidos de distintas
especies de mamiferos son mds resistentes que los adultos a la toxicidad del oxigeno, debido
a la incapacidad para incrementar las defensas antioxidantes en estos Gltimos (Frank, 1982;
Stock et al, 1990).

- Ademds de la edad como un factor natural significativo a la hora de determinar
la susceptibilidad a la toxicidad del oxigeno, el sexo tambien interviene. Las ratas machos

parecen ser mds sensibles que las hembras (Berry et al, 1977).

En cuanto a la tasa metabdlica, existe una correlacién positiva entre la
susceptibilidad de un organismo al oxigeno y su tasa metabdélica (Barthelemy ez al, 1981).
Es por ello por lo que humanos adultos son menos sensibles al O, que ratas adultas
(Halliwell, 1981; Halliwell y Gutteﬁdge, 1989). Esta relacidn también es vilida a nivel de
tejidos (Baeyens et al, 1973), de manera que los tejidos con mayor tasa metabdlica son

también los m4s susceptibles al oxigeno.

El estado fisiolégico estd directamente relacionado con el punto anterior y asi,
por ejemplo, el ejercicio disminuye la tolerancia al oxigeno; por el contrario durante la
hibernacién se produce un marcado incremento de la resistencia al oxigeno debido al
descenso de la tasa metabélica (Gilbert, 1981). Los estados hormonales también influyen
en la tolerancia de un organismo: niveles altos de hormonas tiroideas, cortisona y
adrenalina hacen que disminuya le resistencia frente a altas concentraciones de oxigeno. Se
ha comprobado que la hiperoxia provoca una reaccién general de estrés que estimuia la
actividad de algunas gldndulas endocrinas agravdndose la situacién (Halliwell y Gutteridge,
1989).

Por (ltimo, la toxicidad del oxigeno se ve afectada ademds por la presencia en
la dieta de cantidades variables de vitamina A, E y C, metales de transicién (Jenkinson et
al., 1984), antioxidantes (Jenkinson et al, 1989; Stone et al, 1989) y lipidos poliinsaturados
(Halliwell y Gutteridge, 1984; Sosenko et al, 1988).
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.- Toxicidad del oxigeno normobiarico e hiperbiri

La exposicién a altas concentraciones de oxfgeno produce efectos téxicos cuya
severidad depende del grado de hiperoxia y de la duracién de la exposicién. En los animales
superiores los 6rganos més afectados por el ataque del oxigeno son el pulmén, érgano

expuesto a las presiones de O, mds aitas, el ojo y el sistema nervioso central. -

El pulmén es el 6rgano més severamente dafiado por la exposicién a hiperoxia
normobdrica (a una atmésfera de presidn) y los sintomas observados se reunen bajo el

nombre de "Efecto Lorrain-Smith".

Ratas expuestas a dosis subletales de oxigeno (60-80% de O,) muestran
cambios patolégicos inespecificos en el pulmén. Aparece edema, hemorragias alveolares,
atelactasia, inflamacién, depdsitos de fibrina y engrosamiento e hialinizacién de las paredes
alveolares (Crapo et al, 1980). Las células del endotelio capilar parecen ser las mds
sensibles; se producen cambios en el citoplasma que son seguidos de fragmentacién y
destruccién celular (Crapo, 1986). Las membranas celulares son las primeras en mostrar
los efectos del dafio oxidativo (Jamieson, 1989). Estos efectos son similares en distintas

especies (Fracica et al, 1988) aunque varfen los tiempos de aparicién.

También se ha observado
cémo la exposicién continua de ratas
jévenes a hiperoxia normobirica afecta a
todos los pardmetros caracteristicos del
crecimiento pulmonar como son su peso,
volumen, superficie alveolar y niimero de
alveolos, etc. (Balentine, 1982). En ranas
(Lustracién 1) se ha comprobado cémo al
aumentar el % de oxigeno disminuye de
forma muy marcada el crecimiento
pulmonar (Barja de Quiroga et al, 1989a).

Ilustracién 1
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La exposicién de humanos a oxigeno puro a una atmdsfera de presién durante
seis horas provoca la aparicién de una variedad de sintomas respiratorios; inicialmente se
produce tos y un dolor agudo acompafiado de inflamacién de la garganta (Bishop, 1978).
Se producen lesiones en los alveolos pulmonares que se manifiestan en primer lugar por
un engrosamiento de la barrera alveolo-capilar debido al edema. Este edema se debe al
aumento de’la permeabilidad de los capilares, que parece estar causado por las especies
reactivas derivadas del oxigeno (Taylor y Rippe, 1986). Si la exposicién a hiperoxia
continGia, se produce necrosis del epitelio alveolar y las células alveolares tipo I son
sustituidas por las tipo II, que proliferan (Freeman et al, 1986). En un estado posterior se
suma a esta sustitucién celular la produccién de elevadas cantidades de coldgeno y elastina,
apareciendo finalmente fibrosis pulmonar (Balentine, 1982; Halliwell y Gutteridge, 1989).

Los efectos de la hiperoxia hiperbdrica (hiperoxia a una presién superior a una
atmoésfera) sobre los pulmones son similares a los anteriormente descritos, pero su
aparicion es m4s rdpida (Clark, 1988). En el hombre, los sintomas de toxicidad provocada
por el oxigeno aparecen entre las 6 y 12 primeras horas de exposicién a 100% de oxigeno
y dos atmésferas de presién. Se produce irritacién traqueobronquial y disminuye la
capacidad de difusién, la capacidad vital y el volumen sanguineo en los capilares -
pulmonares (Frank y Massaro, 1980; Jackson, 1985).

En los mamiferos, es el pulmén el 6rgano m4s severamente dafado por
tensiones elevadas de oxigeno. En los animales de respiracién acudtica ocurre algo similar
con las branquias. En truchas (Salmo gairdneri) y anguilas (4Anguilla anguilla) expuestas en
agua, a 15 atmdésferas de oxigeno durante 90 minutos, se ha observado un aplanamiento de
la superficie lamelar secundaria de los filamentos branquiales, reduciéndose asi el 4rea

funcional de intercambio respiratorio (Barthelemy et al, 1981).

Ademis del pulmén, el ojo es otro 6érgano particularmente sensible al ox{geno.
En 1942 fue definida la fibroplasia retrolental como una de las principales causas de
ceguera infantil (Terry, 1942). Unos anos después se éprecié ‘c6mo esta patologia se
correlacionaba con el uso terapéutico de O, en el tratamiento en incubadoras de nifios

prematuros (Balentine, 1982). Inicialmente se produce una constriccién de los cépilares
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oculares y necrosis a nivel de la retina, para posteriormente, en una segunda fase, darse una
proliferacién de nuevos capilares anormales cuya permeabilidad es elevada y que se
extienden hacia el humor vitreo, produciéndose una opacidad que impide la visién ‘y en
algunas ocasiones desprendimiento de retina, lo que ocasiona ceguera (Halliwell, 1981;
Halliwell y Gutteridge, 1989). Por otro lado, se ha comprobado que el uso terapéutico de
oxigeno hiperbirico provoca la opacidad del cristalino (Padgaonkar et al, 1989) y cataratas
(Giblin ef al,, 1988). '

Ademds del pulmén y del ojo, hay otros érganos o tejidos que se ven afectados
por su exposicién a elevadas tensiones de oxigeno. Entre ellos destaca el sistema nervioso
central. La hiperoxia hiperbdrica (2-3 atm.) produce una toxicidad aguda sobre el sistema
nervioso central que se manifiesta en estados convulsivos similares desde varios puntos de
vista a la "epilepsia de gran mal” (con unos registros encefalograficos parecidos) y lesiones

crénicas que se conocen con el nombre de "Efecto Paul Bert".

Si la exposicién a oxigeno hiperbirico es continua puede llegar incluso a
producir la muerte del individuo. También la repeticién de breves e intermitentes
exposiciones puede llegar a provocar una parilisis irreversible acompaiiada de rigidez,

ataxia y pérdida de reflefos. Todos estos sintomas se conocen como "Efecto John Bean”.

Aunque en un principio parecfa que el sistema nervioso central presentaba una
mayor resistencia a la toxicidad del oxigeno, pues los efectos t6xicos s6lo aparecfan tras la
exposicién a hiperoxia hiperbérica, hoy sabemos que el tejido nervioso es altamente
sensible, y que su aparente mayor resistencia respecto al tejido pulmonar, por ejemplo, se
debe a que soporta un menor grado de hiperoxia debido en parte a la caida arteriovenosa
de pO, cuando se extrae O, de la hemoglobina. Por ello es necesario llegar a la hiperbaria
para elevar las presiones en el sistema nervioso e igualar los niveles soportados por el
pulmdn con hiperoxia normobdrica. Se piensa que esta susceptibilidad del sistema nervioso
es fruto de su alto metabolismo combinado con unos niveles bajos de enzimas antioxidantes,
principalmente catalasa y glutatién peroxidasa, asf{ como de otros antioxidantes no
enzimdticos y un elevado contenido de lipidos (Scott y Lew, 1988; Jamieson, 1989) y de Fe
(Halliwell y Gutteridge, 1989). Adem4s, también se han descrito alteraciones profundas del
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cerebro en estado de desarrollo de animales inmaduros asociadas a hiperoxia normobaérica
(Balentine, 1982).

Se han observado lesiones en el corazén, misculo esquelético (Barja de
Quiroga, 1981) y en casi todos los tejidos de una gran variedad de animales {Halliwell,
1981). '

Todos estos hechos hacen que exista un enorme interés por conocer los
mecanismos de toxicidad del O,. A nivel clinico (Gabb y Robin, 1987) se utiliza con fines
terapéuticos en el tratamiento de la gangrena gaseosa, o de la intoxicacién por monéxido
de carbono; también parece estar implicado en la necrosis que se produce en los tejidos
cuando, tras un periodo de isquemia, vuelven a tener riego sanguineo (Marklund, 1988;
Wolbarsch y Fridovich, 1989; Mickel, 1990), con los consiguientes problemas en trasplantes
y otras intervenciones quirirgicas. Lo mismo ocurre con su posible papel en enfermedades
autoinmunes, como la artritis reumatoide o su papel defensivo frente a infecciones.
Finalmente, resulta importante para una completa comprensién de Ia fisiologfa del buceo
e hiperbérica en general (Lambertsen, 1988).

4.- Causas de Ia toxicldad del oxigeno

A pesar de la gran acumulacién de datos descriptivos sobre los efectos nocivos
del oxigeno, durante mucho tiempo se carecié de teorfas que explicasen los mecanismos de
toxicidad. Diversas hip6tesis han intentado explicar el mecanismo molecular responsable
de la toxicidad del oxigeno. En la actualidad existen dos posibilidades:

- Inactivacién de enzimas
- Radicales libres (especies de O, activo)

A. Inactivacién de enzimas

Fue la primera propuesta (Stadie y Haugaard, 1945) que se hizo de un
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mecanismo general para intentar explicar la toxicidad del oxigeno. Esta teorfa (Haugaard,
1968) sugeria una interaccién directa del O, con proteinas, principalmente enzimas
celulares y especialmente aquellas que presentaban grupos ti6licos esenciales para su
actividad en su forma reducida. Se observaba c6mo varias enzimas, tanto de organismos
aerobios como anaerobios, se inactivaban de forma irreversible cuando el organismo era
sometido a altas tensiones de O,. Asi, por ejemplo, la actividad de la enzima nitrogenasa
de la bacteria anaerobia Clostridium pasteurianum depende de que sus cofactores se
mantengan en estado reducido. Al exponer la bacteria al oxigeno, estos cofactores se oxidan

de manera irreversible y la enzima se inactiva (Halliwell, 1981).

Algunas enzimas de organismos aerobios también se inactivan cuando éstos se
exponen a tensiones elevadas de O,. Normalmente se trata de un proceso lento, pero hay'
excepciones, como es el caso de la bacteria E. coli, cuyo crecimiento cesa casi
inmediatamente cuando se somete a O, puro a 4,2 atmdsferas de presi6n; se produce una
inhibicién répida de la enzima dihidroxidcido hidratasa (Brown y Yein, 1978) implicada en

la sintesis del aminoécido valina.

La exposicién de homogenados de cerebro de pollo a tensiones elevadas de O,
provoca la répida inhibicién de la ghitamato descarboxilasa (Tunnicliff y Wood, 1974), y
esta inactivacién parece jugar un papel fundamental en las convulsiones observadas en
animales expuestos a hiperoxia, pues la disminucién del 4cido y-aminobutfrico (GABA)
podrfa ser su causa. Resultados semejantes se han obtenido con tejido de cerebro humano.
Podria ser, pues, esta interferencia con el metabolismo del GABA, un mecanismo bisico
de las convulsiones en hiperoxia (Wood, 1975).

© Quiz el mejor ejemplo de efecto directo del oxigeno lo encontremos en las
plantas. La primera enzima del ciclo de Calvin, la ribulosa difosfato carboxilasa, combina
CO, con un aztcar de 5 carbonos (Ribulosa 1,5-difosfato) para producir dos moléculas de
dcido fosfoglicérico. El oxfgeno es un inhibidor de esta reaccién, pues compite con ¢l CO,
Yy por eso con concentraciones elevadas de oxfgeno hay menos fijacién de CO, y menos

crecimiento.
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El niecanismo exacto de inhibicién de enzimas por tensiones elevadas de O,
estd por establecer, aunque frecuentemente la inhibicién de enzimas de organismos
aerobios por O, se debe a la oxidacién de grupos ti6licos esenciales para la enzima. As{
ocurre con la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Tjioe y Haugaard, 1972). Otra
enzima que también se inactiva es la amido fosforribosil transferasa (Fee, 1982). Trabajos
recientes seflalan cémo la exposicién de proteinas a radicales libres provoca grandes
modificaciones estructurales, fragmentacién, agregacién, incremento de la susceptibilidad
a la proteolisis, alteraciones de la estructura primaria (algunos aminodcidos parecen mds

sensibles a la modificacién), secundaria y terciaria {Davies y Delsignore, 1987).

Sin embargo, aunque el mecanismo de inactivacién enzimdtica se ha
demostrado experimentalmente paz;a algunas enzimas, todos estos datos no parecen
suficientes para explicar la toxicidad del oxigeno; sélo explicarfan una pequeiia parte de los
procesos celulares alterados por el oxigeno. No todas las enzimas se inhiben; tampoco en
todas las especies. Cuando lo hacen, el porcentaje de inhibicién no es a veces suficiente
para explicar la toxicidad final, pues se trata de inhibiciones lentas y de extensi6n limitada
(Halliwell y Gutteridge, 1989). Ademds, hoy sabemos que el efecto agudo de la toxicidad
del O, no sélo ocurre a nivel de protefnas, sino que también se produce un ataque
oxidativo a lfpidos, DNA e hidratos de carbono. Parece necesaria, pues, una teoria m4s

general como la de los radicales libres.
B. Radicales libres (especies de O, activo)

La teorfa de los radicales libres fue propuesta por Rebeca Gerschman en 1954.
Postula que la toxicidad del oxigeno a nivel molecular se debe a la existencia de radicales
libres derivados de la propia molécula de O, (Gerschman et al,, 1954). Esta teoria descarta
al O, molecular como responsable directo de la toxicidad apuntando como causantes a estos
metabolitos mucho més reactivos que €L De esta forma, la inactivacién de enzimas serfa
una consecuencia y no la causa, como sostenfa la hipétesis anterior, de la toxicidad del
oxigeno. Gerschman comprobé las semejanzas entre los efectos nocivos causados por las
radiaciones X y los producidos por el oxigeno, lo que le llevé a pensar en un mecanismo

de accién comtn (Gerschman et al, 1954). Adem4s observé c6mo muchos agentes qufmicos
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que protegian de los efectos téxicos de la radiacién eran eficaces para evitar el dafio
causado por el oxigeno (Gerschman et al, 1979). Si los radicales libres eran los responsables

de los efectos de las radiaciones X, la toxicidad del oxigeno podia deberse también a ellos.

Un radical libre se define como un 4tomo o molécula que posee uno o mis
electrones desapareados en su orbital mds externo. Se originan por ganancia o pérdida de
un electrén y también por fisién homolitica de un enlace covalente. Se trata de una
definicién amplia que incluye, entre otras especies quimicas, al 4tomo de hidrégeno (con
un electron desapareado) y a la mayoria de los metales de transicién. En sentido estricto,
la molécula de oxigeno puede considerarse un radical libre, pues tiene dos electrones
desapareados de espines paralelos. Esta dltima caracteristica le impone, a la hora de
dceptar dos nuevos electrones, una restriccidn: estos electrones deben tener espihes'
paralelos entre si y antiparalelos a los de los electrones desapareados del O, (lo cual no es
frecuente). Por ello el O, tiende a aceptar los electrones de uno en uno (Halliwell y

Gutterridge, 1984), dando lugar a una serie de especies derivadas entre las que se cuentan:

- el radical superéxido (05)
- el peréxido de hidrégeno (H,0,)
- el radical hidroxilo (OH")

- el oxigeno en estado singlete (02‘)

Los tres primeros surgen de la reduccién incompleta del oxigeno molecular al
aceptar uno, dos o tres electrones respectivamente (Del Maestro, 1980). Estas reducciones

monovalentes del O, pueden esquematizarse de la forma siguiente:

e _e+2Ht e+H"* e+H?
H,0

Los metales de transicién que se encuentran en los centros activos de muchas
oxidasas y oxigenasas tienen la habilidad de facilitar la transferencia de electrones, de uno
en uno, al oxigeno molecular. Por Gltimo, el oxfgeno molecular puede sufrir una

redistribucién de los electrones situados en sus orbitales externos, alcanzando un nuevo
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estado mds reactivo conocido como O, en estado singlete (Halliwell y Gutterridge, 1984). '

La teoria propuesta por Rebeca Gerschman retoma el concepto clasico de
Michaelis (1940): "toda oxidacién (o reduccién) sélo puede producirse en pasos de
oxidaciones (o reducciones) de carécter univalente”, que fue desechado a principios de siglo
debido a la oposicién y gran autoridad de Otto Warburg, quien defendia el cardcter
tetravalente de las oxidaciones biol6gicas, que como hoy sabemos ocurre a nivel de la

citocromo ¢ oxidasa mitocondrial.

Sin embargo, fue necesario el descubrimiento de la superéxido dismutasa (que
ha sido encontrada en casi todos los organismos aerobios y no en la mayoria de los
anaerobios) para dar un impulso definitivo a esta teorfa, al ponerse de manifiesto la

existencia y relevancia de un radical libre, el radical superdxido, en las células acrobias.

III. PRO EL D ES LIB

Hoy sabemos que la mayor parte del dafio oxidativo en los sistemas bioclégicos
se debe a que la utilizacién del oxfgeno por las células da lugar a la generacién de radicales
libres. Los radicales libres se producen debido a procesos fisiolégicos normales o por la
influencia de compuestos exégenos como el ozono, el etanol, u otros xenobiéticos, etc.
{Pryor, 1986; Videla et al, 1990).

Una gran variedad de enzimas y complejos multienzimaticos implicados en el
metabolismo celular tienen la capacidad de transferir electrones al oxigeno. Cofactores
enzimiticos como derivados de flavinas, nicotinamidas y quinonas son también capaces de
reaccionar con el oxigeno aunque éste no sea su sustrato fisiolégico. Pero los principales
blancos celulares de reaccién con el ox{geno son los transportadores de electrones de los
complejos multienziméticos de mitocondrias y microsomas. Se ha demostrado generacién
de especies activas de oxigeno por parte de enzimas y autooxidacién de moléculas en
pricticamente todas las fracciones celulares incluyéndo la citosdlica, mitocondrial,
peroxisémica, microsémica, asf como en las membranas plasmitica y nuclear (Boveris et al,

1972). El 93% del oxigeno celular se consume en la cadena respiratoria mitocondrial que
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representa uno de los lugares principales de activacién del oxigeno (Nohl, 1986). Estos
centros metabdélicamente activos, y las zonas cercanas a estructuras capaces de almacenar

metales, son los principales focos celulares de radicales (Chevion, 1988; Saran y Bors, 1990).

1.- Perdxido de hidrégeng

La mayor parte del O, consumido por los organismos aerobios es reducido a

agua mediante la adicién de 4 electrones a cada molécula de O,:
O, +4e +4H" =2H,0

Esta reaccién est4 catalizada por la citocromo ¢ oxidasa de la membrana interna
mitocondrial o la membrana plasmatica en el caso de las bacterias. Existen sin embargo una
seric de enzimas celulares que transfieren dos electrones a cada molécula de O,

produciéndose entonces peréxido de hidrégeno:

Entre estas enzimas que llevan a cabo la reduccién divalente estdn la urato
oxidasa, la D-amino4cido oxidasa, glicolato oxidasa, acil-CoA oxidasa, NADH oxidasa, -
monoamino oxidasas, glutatién oxidasa (Sies y Cadenas, 1983), el sistema xantina/xantina
oxidasa (Link y Riley, 1988) y otras. El H,0,, asf como el O5, son productos secundarios
de la accién principal de estas enzimas que se distribuyen por los distintos compartimentos
celulares. La Ky de todas estas enzimas es muy superior a la concentracién de O, que
prevalece en el ambiente celular en que trabajan; no estdn saturadasy por ello generan mds

radicales en condiciones de hiperoxia (Turrens et al, 1982).

Ademds, la autooxidacién de algunos de los componentes de la cadena de
transporte electrénico mitocondrial y del cloroplasto genera H,0, in vitro (Boveris y
Chance, 1973; Halliwell, 1978; Nohl y Hegner, 1978). En el caso de la mitocondria se
postulan dos puntos de produccién de peréxido de hidrégeno, la regién ubiquinona-
citocromo b y la NADH deshidrogenasa (Boveris et al, 1976; Cadenas ef al., 1977; Chance
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et al, 1979). Se calcula que entre el 1% y 7% del oxigeno (segtin las condiciones del medio
celular) no da lugar a agua sino a H,O, y Oi . Se ha observado generacién de H,0,
durante la fotosintesis y los procesos de fagocitosis. Los microsomas aislados e incubados
con NADPH producen también elevadas cantidades de H,O,, sin embargo, la produccién
por parte del reticulo endopldsmico in vivo parece ser menor (Sies et al, 1978). Otra via
de formacién de H,O, es la reaccién de dismutacién del Oé. Por ello, cualquier sistema
biolégico que genere Oé es capaz de producir también H,O,. Tanto el H,0, como el Oi
se generan por reacciones fotoquimicas en la superficie de aguas naturales al ser iluminadas
(Cooper y Zika, 1983), debido al material orginico disuelto. También de esta forma se
genera el radical hidroxilo (Mopper y Zhou, 1990), al estar expuestas superficies de agua

a las radiaciones ionizantes.

El peréxido de hidr6geno en concentraciones elevadas puede provocar la
muerte celular. Asi por ejemplo, las células animales en cultivo (Bozzi et al, 1979) y algunas
bacterias como Neisseria gonorrhoeae (Ismail et aL, 1977) son muy sensibles al H,O,. Sin
embargo, existen otras bacterias como E. coli que son mucho menos sensibles a este
compuesto y un tercer grupo que excreta H,O, por lo que obviamente tolera su presencia.
Por tanto, no existe un patrén uniforme de toxicidad producida por el agua oxigenada en
distintos organismos. Esto puede deberse a las bropiedades quimicas de esta molécula. El
H,0, puro, que en realidad no es un radical libre, es poco reactivo, pero puede inactivar
enzimas directamente oxidando grupos tiSlicos esenciales, como ocurre con la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; por tanto, la exposicién de células a elevadas
concentraciones de H,0, puede llevar a una deficiencia de ATP al inhibirse la glucolisis. -
En presencia de metales de transicién el H,0, se descompone dando el radical hidroxilo

de elevada reactividad:
Fe?* + H,0, = Fe** +OH" + OH"

Esta reacci6n se conoce con el nombre de reaccién de Fenton (Walling, 1982).
La disponibilidad de metales de transicién puede influir en la mayor o menor toxicidad del
peréxido de hidrégeno, al igual que la radiacién ultravioleta. Independientemente de que

el HyO, sea téxico per se o bien a través de la formaci6n de especies més reactivas como
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el radical hidroxilo, Io que si se ha observado es que en condiciones de hiperoxia se
incrementa la produccién de H,O, en fracciones mitocondriales aisladas (Turrens et al,
1982). Este incremento se ha observado in vivo en higado (Oshino et al, 1975) y cerebro
(Yusa et al., 1987) de rata. Ademds, el hecho de ser una molécula pequeiia, sin carga y
relativamente estable (Link y Riley, 1988) le permite difundir y producir dafio lejos de su
punto de formacién. Los efectos deletéreos del peréxido de hidrégeno dependerdn de la
presencia de iones metélicos, asi como de la capacidad de determinadas enzimas celulares

para metabolizar este compuesto.

2.- Radical superéxido

Como ya se ha sefialado anteriormente, !a mayor parte del oxigeno que
consumen las células se reduce hasta agua. Sin embargo, existen varias enzimas celulares
que catalizan reacciones de oxidaci6n en las que se transfiere un solo electrén desde un

sustrato hasta la molécula de oxigeno, form4ndose asi el radical superéxido:
02 + e = Oi

Entre estas enzimas estin la xantin oxidasa, aldehido oxidasa, flavin
deshidrogenasas, triptéfano dioxigenasa y peroxidasas (Halliwell, 1981). El radical
supertxido puede producirse también durante la autooxidacién de formas reducidas de
algunas biomoléculas presentes in vivo como son las catecolaminas, flavinas y ferredoxina
(Del Maestro, 1980), hemoglobinas, mioglobina, citocromos y otras.

Ademds, el radical superéxido se genera en las mitocondrias (Boveris, 1977) en
la regién ubiquinona-citocromo b de la cadena respiratoria (Turrens et al, 1985) en unos
casos, ¥ en ésta y en la regién del complejo NADH deshidrogenasa en otros (Turrens et al,
1982). En cloroplastos también se ha observado su generacién (Asada et al, 1977) a partir
de la oxidacién de los componentes de 1a cadena de tranépone electrénico, al igual que en
glioxisomas (Sandalio et al, 1988). El reticulo endopldsmico de las células (Chance et al,
1979) puede producir radicales superéxido. Asf mismo, estos radicales se generan como

consecuencia de la irradiacién de tejidos vivos (Benon et al, 1977). Por dltimo, células
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intactas de tipo fagocitico, como son leucocitos polimorfonucleados y macréfagos liberan

grandes cantidades de radical superéxido cuando estdn activadas (Fridovich, 1981).

El comportamiento quimico del radicai superéxido varia segiin se encuentre en
un medio acuoso o en un disolvente orgénico. En solucién acuosa el radical superéxido
actiia como base, aceptando protones, dando lugar de esta forma al radical hidroperoxilo
HO&, pero a pH 7 predomina la forma superéxido. En este tipo de solucién puéde actuar
como un potente agente reductor, cediendo su electrén extra, o como agente ox_idante débil,
reduciéndose hasta H,O,. Asf, el radical superéxido puede reducir el ion Fe (III) presente
en el centro activo del citocromo c o los Cu (II) de la plastocianina (Halliwell y Gutteridge,
1984); pero también es capaz de oxidar moléculas como el 4cido asc6rbico, el Fe?t,
catecolaminas, compuestos que contengan grupos tiélicos y la adrenalina. Su forma
protonada, HOé, es un agente reductor y oxidante m4s potente, aunque su concentracién
no sea alta. Podrd oxidar al NADH ligado a la enzima gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa, al a-tocoferol y reducir al citocromo c. Adem4s el radical Oi en solucién
acuosa es capaz de reaccionar consigo mismo; esta reaccién se conoce con el nombre de

dismutacién y cualquier reaccién del Oi tendrd que competir con ella:

La reaccién directa de dos radicales superéxido es muy lenta a pH fisiol6gico,
posiblemente debido a la repulsién electrostética. Por este motivo el radical superéxido
formado en los sistemas biol6gicos tiene una vida media significativa, lo que le permitirfa
difundir desde el lugar de su formacién hasta otras estructuras celulares, aunque mucho
. menos que el H,O,.

Cuando el radical superéxido se encuentra en solventes org4nicos su capacidad
para funcionar como base y agente reductor se incrementa. En cuanto a su capacidad
oxidante en este tipo de medio, sélo se observa con compuestos capaces de donar protones,
como son el ascorbato, catecol y a-tocoferol.

El O, en soluciones acuosas es muy poco reactivo si se compara con especies
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como el radical hidroxilo o el oxigeno en estado singlete. A pesar de ésto, y aunque no se
conozca el mecanismo exacto,' se ha observado que sistemas generadores de radicales
superdxido ocasionan la muerte de bacterias, inactivan virus, dafian enzimas y membranas
como las de los lisosomas (Kalra et al, 1988) o las del sarcolema (Kaneko et al, 1989) y
destruyen células en cultivo. Flujos de radicales superéxido generados enzimitica o
fotoquimicamente son capaces de despolimerizar polisacdridos, degradar el coligenc
(Monboisse et al, 1988), oxidar lipidos poliinsaturados, lisar eritrocitos y producir dafios en
el DNA (Fridovich, 1981). Es posible que parte del 0; se produzca en el interior de
membranas, donde puede resultar m4s peligroso (Halliwell y Gutteridge, 1984).

Sin embargo, hoy se sabe que el radical superéxido, contrariamente a puntos
de vista anteriores, carece de reactividad suficiente para atacar directamente a las
macromoléculas y se ha llegado a proponer un posible papel de mensajero celular para é]
(Saran y Bors, 1990). Pero en presencia de trazas de catalizadores metélicos como e! hierro
o el cobre, la combinacién del Og y el HyO, en la reaccién de Haber-Weiss da lugar al
radical hidroxilo. El Oi necesi_t_a al H,O, para producir la especie oxidante OH’, mientras
que el H,O, no necesita al O, para poder hacerlo. Esto, junto con la presencia de H,0;
en las células a concentraciones unas mil veces superiores a las del O,, convierte al
peréxido de hidrégeno en una especie con gran capacidad para generar dafio oxidativo a

pesar de no ser un radical libre.

3.- Radical hidroxilo

El radical hidroxilo es una especie quimica de una gran reactividad. Puede
generarse a partir del peréxide de hidrégeno, bien por rotura homolitica de esta molécula,
causada por calor o por radiaciones ionizantes (Halliwell y Gutteridge, 1984), o bien por
la ya citada reaccién de Fenton. Ademds existe otra via de produccién, la reaccién de
Haber-Weiss:

Oi + H202=502 + OH® + OH"

La reacci6n tal y como estd descrita tiene una constante de velocidad muy
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pequeiia por lo que a las concentraciones en que se encuentran el Oi y el H,0, in vivo,
no se produciria (Halliwel, 1981). Sin embargo, la presencia de trazas de metales de

transicién permite que se formen radicales hidroxilo por esta via:

Fe3* + O, =- Fe2* + 0,
Fe* + H,0, = - Fe’>* + OH" + OH"

La segunda reaccién es una reaccién tipo Fenton. La reaccién final se
denomina a veces "reaccién de Haber-Weiss catalizada por hierro”. Se ha demostrado que
esta reaccién ocurre rdpidamente in vitro (Koppenol, 1981). Los metales de transici6n estdn
ampliamente distribuidos en los seres vivos y ademd4s del hierro, el cobre podria ser
también un candidato para catalizar esta reaccién de Haber-Weiss. En estas condiciones
se ha comprobado que la adicién de histidina o albmina en concentraciones fisiol6gicas
impide la catélisis. Por ello puede que ni en suero sanguineo ni en las células se produzca
esta catdlisis mediante cobre, ya que en ambos casos existen proteinas en una concentracién
suficiente para impedir la misma (Halliwell y Gutteridge, 1984). Complejos de Fe con
quelantes de bajo peso molecular como el ADP, ATP, EDTA incrementan la formacién de
radical hidroxilo OH' {(Kappus, 1985); proteinas como la hemoglobina también promueven
su formacién (Puppo y Halliwell, 1988).

El radical hidroxilo es considerado hoy el principal iniciador del ataque a todo
tipo de macromoléculas, aunque existan otros iniciadores propuestos. Esta especie sin carga
neta es una de las mas reactivas presentes en el organismo. Su electrén desapareado
reaccciona inespecificamente con cualquier tipo de molécula a 2-3 didmetros moleculares
de su lugar de formacién y resulta ser mucho mds reactivo que el radical superéxido.

El radical hidroxilo ataca y daia casi a cualquier molécula existente en una
célula. Puede hidroxilar las bases piricas y pirimidinicas del DNA favoreciendo la aparicién
de mutaciones (Ames et al, 1982; Floyd, 1990). Asf mismo, puede provocar dafios en las
membranas celulares o inactivar ciertas enzimas (Del Maestro, 1980). Es responsable de
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la degradacién del 4cido hialurénico in vitro y posiblemente intervenga in vivo en los
cambios patolégicos que se producen en las enfermedades inflamatorias (McCord, 1974).
La reactividad de este radical es tan grande que tiene una vida media muy corta, lo que
impide su difusién, reaccionando rdpidamente con cualquier molécula vecina y dando lugar
a radicales secundarios de reactividad variable y que pueden mediar su toxicid'ad (Halliwell
y Gutteridge, 1984; Pryor, 1986). Asi, los radicales OH" pueden reaccionar con iones
carbonato (CO32') dando lugar al radical carbonato (CO&), que es una especie bastante

reactiva pero con una vida media mds larga
OH' + CO3“ = OH" + CO%

A pesar de que el radical OH’ una vez generado reacciona ripidamente y su
vida en los sistemas biol6gicos es muy corta, podria mediar en la toxicidad del peréxido de
hidrégeno y del radical superéxido a partir de los cuales se forma. Estos dos compuestos,
por su menor reactividad pueden difundir en la célula llegando hasta lugares m4s o menos
alejados, el H,O, puede incluso atravesar membranas fécilmente y generar allf los radicales

OH"® que reaccionardn con las moléculas préximas. (Hal]iwel[ y Gutteridge, 1984).

La presencia simultdnea del radical superéxido y el peréxido de hidrégeno o
s6lo del tltimo asegura la generaci6n del radical hidroxilo en la mayorfa de los rincones

celulares.

4.- Oxigeno en estado singlete

Existen algunas pruebas experimentales que indican que parte de la toxicidad
del O, podria ser debida a la formaci6n del oxigeno singlete. Las moléculas de oxigeno
poseen en sus orbitales externos dos electrones desapareados de espines paralelos y en
orbitales distintos. La absorcién de una cierta cantidad de energia hace posible otras
distribuciones de los electrones externos del O, por lo que pueden existir otros estados de
la molécula de oxigeno.

El oxigeno en estado basal (triplete) puede por tanto captar energia y
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reorganizar su configuracién electrénica. Con energfa suficiente, uno de sus dos electrones
desapareados sufre una inversién de espin quedando ambos antiparalelos y dando lugar al
oxigeno en estado de singlete; éste puede existir en dos formas que se diferencian por su
distinto nivel energético. La primera forma de 021)".. g* posee dos electrones desapareados
con espines antiparalelos en orbitales distintos y se situa 155 KIJ sobre el estado basal
mientras que la otra, 021A (92 KJ sobre el estado basal) posee dos electrones con espines
antiparalelos en un mismo orbital, por lo que no puede considerarse como un radical libre

aunque su reactividad es también elevada.

La vida media de la primera forma 0212 g es corta y suele pasar a 021A g antes
de haber reaccionado con cualquier otro 4tomo o molécula. El 021A g puede ser uno de los
productos de la reaccién de dismutacién de los radicales superéxido o del H,O, en la
reaccion de la catalasa, de modo que en lugar de O, en estado fundamental se formaria
oxigeno en estado singlete, pero no est4 claro en ninguno de los dos casos y también puede
producirse en la reaccién de Haber-Weiss catalizada por hierro (Kobayashi y Ando, 1979).
No obstante las cantidades que se obtendrian por cualquiera de estas vias son pequefas y
dificiles de detectar (Halliwell y Gutteridge, 1984). Ademds, el propio radical Oé puede

reaccionar con el oxigeno singlete reduciendo aGn mas sus niveles
< 1 q

La energfa necesaria para que el oxigeno alcance el estado singlete pueden

‘cedérsela ciertos pigmentos biolégicos que hayan sido previamente excitados por la luz.

Entre estos pigmentos est4n las clorofilas, porfirinas, flavinas y el retinal (Halliwell, 1981).

In vivo se ha detectado la formacién de oxigeno singlete en cloroplastos iluminados y en
retina de mamiferos (Halliwell, 1981).

El OzlAg tiene-una vida media relativamente corta en solucién acucsa pues
répidamente pierde su exceso de energfa, pero este tiempo se prolonga cuando se encuentra
en medios hidrofébicos (Foote et al, 1978), como es el caso del interior de las membranas.
- Esto le permitirfa reaccionar con los dcidos grasos poliinsaturados de las membranas

contribuyendo asf a la formacién de peréxidos lipidicos. La formacién de oxigeno en estado
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singlete podria causar dafios en el cloroplasto, provocando la pérdida del color verde al
danar la clorofila. Lo mismo ocurrirfa en la retina, donde se conoce c6mo la exposicién
prolongada a altas intensidades de luz causa dafio en la retina y la acumulacién de
peréxidos lipidicos. La retina es especialmente sensible al oxigeno singlete pues los
segmentos externos de conos y bastones contienen un alto porcentaje de lipidos
poliinsaturados. En células animales en cultivo se han descrito efectos mutagénicos del
oxigeno singlete (Ames et al, 1982).

Las reacciones oxidativas en las que interviene el oxigeno singlete se
manifiestan y son cuantificables por la emisién espontdnea de quimioluminiscencia de baja
intensidad en todo tipo de células. Sin embargo, en Ia actualidad ha dejado de considerarse
al singlete como especie capaz de iniciar el dafio oxidativo y se contempla a las especies
quimioluminiscentes mds como consecuencia que como causa de la oxidacién de

macromoléculas.

La participacién del oxigeno en estado singlete en muchos de los procesos
biolégicos en los que se le ha intentado implicar no es del todo clara, puesto que ninguno
de los métodos empleados para demostrarlo ofrece resultados totalmente concluyentes
(Halliwell, 1981).

IV. PEROXIDACION LIPIDICA

Las especies activas derivadas del O, provocan en las células una serie de
alteraciones; entre éstas destaca la inactivacién de enzimas, de la que ya se ha hablado
brevemente. Pero no sélo las proteinas son el blanco del ataque oxidativo, también los
lipidos y 4cidos nucleicos son sensibles al mismo.

El proceso de deterioro de los lipidos debido al oxigeno o rancidificacién se
conoce desde hace mucho tiempo, aunque su relevancia en sistemas biolégicos se determiné

més recientemente.

1.- Proceso de peroxidacién
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A, Estructura de la membrana

Los principales componentes de las membranas biolégicas son los lipidos y las
proteinas. Los fosfolipidos de las membranas contienen grandes cantidades de &cidos grasos
poliinsaturados y esto les convierte en blancos perfectos del proceso de peroxidacién. El
namero de protefnas varfa de unas membranas a otras, asf como su localizaci6n, que puede
ser extrinseca, cuando estdn adosadas a la superficie de la membrana, o intrinseca, cuando
estdn fuertemente unidas a ella, parcial o totalmente incluidas o transmembranares. En
cualquier caso, el proceso de peroxidaci6n lip{dica serd capaz de daiar tanto a los lipidos

como a las proteinas de la membrana.
B. Imiciacién, propagacién y terminacién

Todo proceso de peroxidacién de macromoléculas ocurre en tres etapas bien
definidas: iniciacién, propagacién y terminacién. En el caso hasta ahora més estudiado y
quizd m4s importante desde el punto de vista de la toxicidad aguda, de la peroxidacién
lipidica, ésta puede iniciarase con el ataque de una especie quimica, suficientemente
reactiva, que extraiga un dtomo de hidrégeno unido a un carbono contiguo a un doble
enlace de un 4cido graso poliinsaturado. Como ya hemos comentado, las membranas
celulares-poseen grandes cantidades de 4cidos grasos poliinsaturados, de ahi la importancia

de este proceso.

Tras la extraccién del dtomo de hidrégeno se genera un radical alquil y tiene
lugar una redistribucién electrénica en la molécula para conseguir una mayor estabilidad
que conduce a la formacién de un dieno conjugado, el cual reacciona rdpidamente con el
oxigeno. El resultado es un radical peroxil (L-OO'). Este radical puede aceptar un
hidrégeno y dar lugar a un hidroperéxido lipidico (L-OOH):

INICIACION: LH == L’
PROPAGACION: L' + Oy = L-O0°
L-O0' + LH= L-O0OH + "
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Se pueden, por tanto, distinguir varias fases: una primera de "iniciacién" en la que
tiene lugar la extraccién monoelectrénica; una segunda fase de "propagacién” en la que lo
que suele ocurrir es que el radical peroxil capta un hidrégeno de otro 4cido graso
poliinsaturado adyacente continuando asf la cadena de reacciones (Kappus, 1985). La
propagacién explica el caricter de reaccién en cadena de la peroxidacién lipidica, mediante
el cual una sola iniciacién puede dar lugar a dafio en gran nGmero de moléculas {Niki,
1987).

El proceso de peroxidacién lipfdica, una vez iniciado, es autocatalitico. Las
defensas antioxidantes se encargan de detenerlo, aunque incluso sin ellas existen reacciones
de "terminacién”, como el establecimiento de puentes cruzados por reaccién entre radicales
contiguos, o la fragmentacién del 4cido graso en gran cantidad de productos. '

TERMINACION: L'+ L'= L -L (establecimiento de un puente cruzado)

Esta dltima reaccién podrfa en principio considerarse como "beneficiosa”
porque detiene el proceso, pero también puede perturbar la funcionalidad de lJa membrana

al dar lugar a la formacién de puentes cruzados entre 4cidos grasos contiguos.

En cuanto a qué especie es la encargada de iniciar este proceso, no parece
haber acuerdo entre distintos autores. El radical superéxido es incapaz de iniciar la
peroxidacién lipidica (Fee, 1981), pero es posible que su forma protonada (HO,") que
aparece a pHs inferiores al fisiol6gico pﬁeda hacerlo (Bielski et al, 1983).

.El peréxido de hidrégeno per se tampoco puede oxidar un 4cido graso. Sin
embargo, en presencia de metales de transicin es un agente dafiino para las membranas
(Rubin y Farber, 1984). '

Se ha sugerido que el oxigeno en estado singlete que se forma durante las
reacciones de degradacién de la peroxidacién de los lipidos podria contribuir a la reaccién
en cadena iniciando de nuevo el proceso (Halliwell y Gutteridge, 1984), sin embargo no se
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tiene certeza de ello (Halliwell, 1981).

Los metales de transicién, posiblemente también el oxigeno en estado singlete
y el HO,', puede que sean capaces de reaccionar con los hidroperéxidos lipidicos y a su
vez inicien la peroxidacién de otras moléculas de 4cidos grasos (Halliwell y Gutteridge,
1984).

La hipétesis cldsica de la peroxidacién lipidica considera al radical hidroxilo
como iniciador, pues sf es capaz de extraer 4tomos de hidrégeno de una membrana lipidica.
En la actualidad se han propuesto otros posibles iniciadores entre los que destacan los
complejos de oxigeno y Fe como son el radical perferril Fe3+05 (Aust y Svingen, 1982),
aunque algunos autores mantienen que no es muy reactivo. El radical ferril FeO2* podria
ser otro candidato (Halliwell y Gutteridge, 1984) al igual que complejos quelante - Fe3+

o Fe2* y oxigeno (Bucher et al, 1983; Minotti y Aust, 1987a).
C. Importancia de los metales en la peroxidacién lipidica

Los metales de transicién, y especialmente el hierro, juegan un papel
fundamental en el proceso de peroxidacién lipfdica, aunque algunos aspectos no hayan sido
totalmente aclarados.

En primer lugar, los iones de Fe van a catalizar la formacién del radical
hidroxilo a partir de otras especies como el peréxido de hidrégeno y el radical superéxido.
Pero ademds, en experimentos en los que el H,O, y el radical OH’ han sido eliminados,
continda produciéndose peroxidacién, lo que ha llevado a algunos autores 2 postular que
son el Fe2* y el Fe?* los responsables de la iniciacién de la peroxidacién (Minotti y Aust,
1987b) y serfa el cociente Fe3*:Fe?* el que determinaria la velocidad y la extension de ésta
(Braughler et al,, 1986). Esto explicaria también los resultados contradictorios muchas veces
obtenidos con quelantes de metales, que inhibirdn o estimular4n la peroxidacién segiin sea

la relacién quelante/metal.

Sin embargo, otra interpretacién de esta falta de efecto de agentes quelantes

<
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del radical OH" seria que la formacién de éste se produce en lugares especfﬁcos, en los
que habria iones de Fe unidos a la membrana y una vez formado reaccionaria casi
inmediatamente, sin dar lugar a ser eliminado por los agentes quelantes. Esta teoria del
dafio en lugar-especifico no se limita al caso de la peroxidacién lipfdica. A pesar de todo,
de lo que no hay duda es que la oxidacién alternativa del Fe2* y reduccién del Fe3*
resultan necesarias para la iniciacién del proceso de peroxidacién lipidica en los sistemas

biolégicos.

Ademds, los metales de transicién desempeiian otro importante papel en el
proceso de peroxidacién. Los hidroperdxidos lipidicos no son muy estables y se
descomponen en aldehidos y otros productos como alcanos, entre ellos etano y pentano,
que pueden ser detectados en el aire exhalado (Frank er al, 1980). Esta descomposicién
estd catalizada por metales de trahsicidn, y complejos de éstos, como las sales de Fe y Cu
que la aceleran (Enesco et al, 1989). Ademds de complejos de Fe sencillos, pueden
participar en la descomposicién hemoprotefnas, metahemoglobina, citocromo P, y otros
citocromos y la protefna almacenadora de hierro, ferritina, si est4 totalmente cargada. Esta
situacién no suele producirse in vivo, por lo cual, lo que harfa la ferritina parcialmente
cargada es secuestrar parte de los iones hierro presentes en la célula, impidiendo asf que

catalicen la descomposicién de hidroperéxidos:

LOOH + Fe2t = LO" + Fe3* + HO"
LOOH + Fe3t =+ LOO" + Fe2+ + H*

Un complejo de Fe reducido puede reaccionar con un hidroperéxido lipidico
dando lugar a un radical alcoxil y complejos Fe3*, al reaccionar con el hidroperéxido
lipidico generar4n el radical peroxil. Tanto el radical alcoxil (LO"), como el radical peroxil
(LOQ"), pueden estimular la reaccién en cadena de la peroxidacién lipfdica extrayendo
més dtomos de hidrégeno (Halliwell y Gutteridge, 1989), aunque el radical alcoxil resulte
m4s efectivo por su mayor reactividad.
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D. Productos de la peroxidacién

Durante la fase de propagacién pueden ocurrir una serie de reacciones
complejas que determinan la formacién de compuestos ciclicos, endoperéxidos, los cuales
al descomponerse forman productos como el malondialdehido. Ademds, el radical alcoxil
se fragmenta dando lugar a una variedad de compuestos, aldehidos como el butanal,
hexanal, propanal o nonenales etc. Como resultade de la reaccion de sales de Fe y Cu con
hidroperéxidos lipfdicos se generan epéxidos, compuestos que contienen un grupo carbonilo
y gases como etano y pentano. Muchos de estos compuestos con grupos carbonilos son
aldehidos, entre los que destaca el malondialdehido (Esqema 1). El MDA es capaz de
reaccionar con distinto tipo de macromoléculas dando lugar a derivados, perd también es
cierto que se metaboliza generando una serie de aductos detectables en orina, hecho que
puede proporcionar un segundo método no invasivo para el estudio de la peroxidacién del
organismo en su conjunto junto con el anlisis de gases exhalados como el pentano {Draper
y Hadley, 1990; Janero, 1990).

~ ElI proceso de peroxidaci6n lipidica altera e incluso destruye las membranas
biolégicas en las que tiene lugar; afecta tanto a la membrana plasmética celular como a las
membranas internas de los distintos orgdnulos. Asf por ejemplo, las membranas de las
mitocondrias se ven especialmente afectadas (Tlustraciones 2a y 2b) por su alto porcentaje
de 4cidos grasos poliinsaturados y por ser la mitocondria una de las principales fuentes de
radicales (Barja de Quiroga, 1981). La peroxidaci6n lipidica provoca un aumento del orden
y viscosidad de las membranas, descensos en su resistencia eléctrica, facilita el intercambio
de fosfolfpidos entre las dos monocapas y, al aumentar los entrecruzamientos con protefnas,
disminuye la movilidad lateral y rotacional de las mismas (Richter, 1987). Como
consecuencia de la peroxidacién se producen en las membranas alteraciones en su
ultraestructura que conducen a pérdida de la fluidez y cambios en la permeabilidad. Esto
se traduce en aumentos o descensos en el flujo en un sentido u otro de diversos
componentes extra o intracelulares, perdiéndose, por ejemplo, los gradientes i6nicos y las
funciones secretoras (Southorn y Powis, 1988).

Uno de los efectos deletéreos de la peroxidacién es la liberacién de enzimas
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hidroliticas debido a la rotura de los lisosomas, con la consiguiente digestién celular. La lisis
celular también puede suceder si la membrana plasmaitica resulta seriamente dafiada. La
peroxidacién lipidica inactiva enzimas de membrana y receptores proteicos. Esta
inactivacién puede deberse a la pérdida de la estructura de la membrana impidiendo los
cambios conformacionales necesarios para su funcionalidad. También puede producirse un
ataque directo de radicales, peréxidos lipidicos o productos de la degradacién de éstos.
Algunas enzimas y otras proteinas alejadas de la zona donde tiene lugar la peroxidacién
pueden ser destruidas por productos estables de ésta. Un ejemplo seria la reaccién del
malondialdehido con proteinas, concretamente con el grupo amino de éstas, dando lugar
a entrecruzamientos, pero los resultados atin no son concluyentes. Lo mismo ocurre con

proteinas estructurales intra o extracelulares.

Los hidroperéxidos lipidicos y algunos de sus productos de degradacién son
altamente citotéxicos. Si la peroxidacién lipidica ocurre en regiones extensas de la
membrana celular, los productos de esta peroxidacién pueden ser liberados en el espacio
extracelular, lo cual puede afectar a la permeabilidad vascular y a la quimiotaxis de los
leucocitos. Los perdxidos lipidicos ademés estimulan la sintesis de prostaglandinas y la

agregacién de plaquetas (Del Maestro et al, 1980).

El proceso de peroxidacién lipidica parece implicado en el fenémeno de
envejecimiento, hipdtesis apoyada por la acumulacién de grénulos de lipéfuscina en la
matriz celular durante el envejecimiento, asf como de GSSG, productos TBA -positivos o
aumento de liberacién de alcanos en dipteros viejos (Schal, 1986) y a otro nivel parece
responsable del envejecimiento y pérdida de funcionalidad de los eritrocitos (Einsele et al.,
1987).

Los sistemas biolégicos contienen cantidades significativas de "promotores de
peroxidacién”. Parece ldgico pensar que la peroxidacién lipfdica ocurre en las células
aerobias atn bajo tensiones de O, atmosféricas, pero los per6xidos resultantes no se
acumularin a menos que los mecanismos prétectorcs de la célula estén saturados por un
exceso de Oé o por la presencia de cantidades anormales de promotores. Asf, se ha

comprobado que la exposicién a elevadas concentraciones de O, produce un incremento
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de perdxidos lipidicos. Otro problema causado por el proceso de peroxidacién lipidica es
el consumo de grandes cantidades de O,, lo cual puede llevar a condiciones criticas en las
células. Ademds, la peroxidacién provoca una disminucién de los mecanismos de defensa

antioxidantes.

‘En general, la peroxidacién es un proceso altamente destructivo, cuya
especificidad es bastante baja, destruyendo una gran variedad de biomoléculas, aunque
parte de los cambios observados podrian ser provocados ﬁnicamenté por los radicales libres
sin necesidad del ataque a los lipidos. Ademds de los lipidos de las membranas existen otras
moléculas con dobles enlaces susceptibles de ser peroxidadas. Entre ellas podemos citar el
retinol o vitamina A, algunos antibi6ticos que pierden su caracter antimicético al ser
oxidados y sobre todo, por su reciente implicacién en la formacién de la piaca'

ateroesclerética, las lipoproteinas de baja densidad (Steinbrecher et al., 1990).

2. | n n lipidi

A. Mediante organizacién estructural de los lipidos

Los 4cidos grasos insaturados dispersos en disolventes orginicos son
peroxidados ficilmente. Lo mismo ocurre con.los fosfolfpidos en estructuras micelares
simples, cuya peroxidacién es més ripida que cuando se encuentran formando parte de una
bicapa lipidica. Algunos autores piensan que ésto es debido a que los radicales peroxil son
més polares y tienden a moverse y situarse en la superficie de 1a bicapa, reduciendo de esta

manera la eficacia de la iniciacién .

La presencia de colesterol en las membranas también modifica su
susceptibilidad a la peroxidacién. Probablemente intercepte parte de los radicales presentes
y afecte a la estructura interna de la membrana mediante la interaccién de su gran anillo

hidrofébico con las cadenas de los 4cidos grasos.

Al avanzar la peroxidacién, muchos de los productos que se generan (ej.

lisofosfolipidos) tienen actividad detergente y contribuyen a aumentar el deterioro de la
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membrana. La uni6n a la membrana de especies con carga positiva puede también alterar

el grado de peroxidacién en uno u otro sentido segin las condiciones.

Por dltimo, los cambios en la composicién lipidica de una membrana son
determinantes del grado de susceptibilidad a la peroxidaci6n. La relacién
fosfolipidos/colesterol, asf como el tipo de fosfolipidos presentes y los 4cidos grasos que
contienen, especialmente % insaturados/saturados, van a contribuir a la integridad
estructural de la membrana. Cualquier cambio en estas variables supondrd una variacién

de la sensibilidad de 1a membrana al estrés oxidativo.
B. Antioxidantes

En este apartado vamos a incluir cualquier sustancia capaz de detener o
retardar la peroxidacién lipidica. Mencionaremos brevemente los antioxidantes més
importantes relacionados con ésta, pero serd en el apartado dedicado a las defensas

antioxidantes donde los describiremos con mayor profundidad.

Los antioxidantes pueden actuar a distintos niveles. Cabe incluir aqui
mecanismos que reduzcan la concentracién de 02, que eliminen los radicales responsables
de la iniciacién antes de que se produzca, agentes quelantes de iones metdlicos, aminas
aromdticas o fenoles capaces de eliminar radicales como el peroxil y alcoxil, impidiendo de
esta manera la propagacién, etc. Los agruparemos en dos grandes categorias, antioxidantes
preventivos y antioxidantes que interrumpen la cadena de reacciones (Niki, 1987).

- Vitamina E

Lavitamina E o mejor, la familia de los tocoferoles, desempeiian un importante
papel antioxidante. Se conocen cuatro tocoferoles de los cuales el a-tocoferol es el m4s
importante en sistemas biolégicos, aunque los otros también tienen cierta actividad

antioxidante (Miyazawa et al, 1990).

La vitamina E tiende a concentrarse en el interior de las membranas debido
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a su cardcter hidrof6bico. También se encuentra en las lipoproteinas sanguineas y en las
gldndulas adrenales. Esta situacién le permite un f4cil acceso a los hidroperéxidos lipidicos

formados.

- » Glutatién peroxidasa

Durante mucho tiempo no ha habido acﬁerdo entre distintos autores sobre su
papel. A pesar de la acumulacién de datos que ponian de manifiesto la importante funcién
protectora desempefiada por esta enzima no estaba demasiado claro el mecanismo, ya que
se trataba de una enzima citosélica. La glutatién peroxidasa es una enzima dependiente de
Se que se localiza fundamentalmente en el citosol y también en la mitocondria. Existe
ademds otra actividad glutatién peroxidasa no dependiente de Se que parece ser debida a
algunas enzimas glutatién transferasas. Ambas son capaces de descomponer hidroperéxidos
in vitro, pero debido a su localizacién se desconocfa cémo podian llevar a cabo esta funcién

para descomponer los hidroperéxidos lipidicos de la membrana.

Se ha propuesto la existencia de un factor citosélico dependiente de glutatién
que serfa capaz de actuar en la interfase citosol-membrana. Otros autores mantienen que
la fosfolipasa A, ligada a la membrana, y activada por el proceso de peroxidacién, seria la
encargada de liberar los 4dcidos grasos peroxidados dejdndolos accesibles a la accién de las
glutati6én peroxidasas (Van Kuijk et al, 1987). A ésto contribuirfa la mayor polaridad de los
hidroperéxidos que tienden a moverse hacia 1a superficie de la membrana, ademés del
"turnover” normal de los lipidos de la membrana que los ird liberando. Por Gltimo, ha sido
aislada por el grupo de Ursini y recientemente determinado el 75% de su secuencia, una
enzima Se dependiente distinta de la citosélica que sf actuaria directamente sobre los
hidroperéxidos de la membrana (Schuckelt ef al, 1991). También se ha encontrado en el
ndcleo una glutatién transferasa con actividad contra los hidroperéxidos lipidicos (Ketterer
y Meyer, 1989). En cualquier caso lo que sf estd claro es que la eliminacién del H,O, por
parte de la glutatién peroxidasa Se dependiente contribuye a disminuir la formacién del
radical OH".
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V. DANO AL DNA Y PROTEINAS

1.- Daiio oxidativo y DNA

Durante muchos aiios los estudios sobre dafio oxidativo se han centrado casi
exclusivamente en los lipidos. Hoy se piensa que quizd ha sido un error exagerar la
importancia de éstos como blanco principai del ataque oxidativo, y aunque se siga creyendo
que el efecto agudo de la toxicidad dei oxigeno se lleva a cabo via lipidos, a largo plazo el
dafio a protefnas y 4cidos nucleicos es fundamental, de ahf la reciente proliferacién de
trabajos sobre este nuevo aspecto (Ames et al, 1982; Davies et al, 1987b; Floyd, 1990).

Todos los componentes celulares son sensibles al ataque oxidativo; prote[nas,A
lipidos, 4cidos nucleicos e hidratos de carbono sufren modificaciones y los productos de la -
peroxidacidn se irdn acumulando. La importancia de estos procesos dependerd del cardcter

cualitativo del dafio y de la mayor o menor dificultad de reparacién del mismo.

Hace ya una década se sugirié que los radicales hidroxilo, superéxido y el
oxigeno en estado singlete, asf como los productos de la peroxidacién y descomposicién de
. los lipicios podian causar alteraciones en el DNA (Ames ef al, 1982). Hoy sigue sin haber
un acuerdo total sobre quién es el principal responsable del dafio oxidativo sobre el DNA.

Algunos autores mantienen que el oxigeno en estado singlete, radicales ferrilo
o el peréxido de hidrégeno son capaces de ello, pero la mayorfa coincide en sefialar al
radical hidroxilo como causa directa, aunque a veces medie en la accién de especies capaces
de difundir, como es el caso del peréxido de hidrégeno, (Dizdarogiu er al, 1991) y por ello
la presencia de metales de transicién resulte imprescindible (Aruoma et al, 1989; Halliwell
y Aruoma, 1991). Por otro lado, parece cada vez mds clara la relacién entre peroxidacién
lipfdica y dafio al DNA. Productos resultado de la peroxidacién lipidica, asf como radicales
generados en el curso de la misma son capaces de dafiar no sélo al DNA, sino también a
proteinas nucleares (Fraga y Tappel, 1988; Vaca y Harms-Ringdahl, 1989). Ademis, el
estrés oxidativo es cépaz de activar enzimas con actividad nucleasa y, asf por ejemplo, se
habla de que éste incrementarfa las concentraciones de CaZ* libre intracelular lo que
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activarfa unas endonucleasas dependientes de Ca2* (Halliwell y Aruoma, 1991).

De los principales componentes del DNA, las pirimidinas son las mds sensibles
al ataque oxidativo, pero también purinas y azdGcares pueden resultar daftados, asi como
proteinas histonas y no histonas. Los radicales provocan cambios de bases, roturas en las
cadenas de DNA, degradacién de la desoxirribosa, aberraciones cromosémicas, etc.; si esto
sucede in vivo, la célula pondrd en juego los mecanismos reparadores correspondientes,
aumentando con ello el riesgo de mutagénesis. Muchas de estas alteraciones pueden
impedir la replicacién del DNA, obstruir la transcripcién y reducir la sintesis de protefnas
(Saul et al, 1987). Ademds, el ataque de radicales como el hidroxilo, puede dar lugar a Ia
formacién de puentes cruzados entre 4cidos nucleicos y entre éstos y proteinas (Dizdaroglu
y Gajewski, 1989). '

La mejor prueba de que el ataque oxidativo sobre el DNA tiene lugar in vivo,
es la existencia de enzimas encargadas de reparar el dafio causado por los radicales (Ames,
1989) y sobre todo la aparicién de productos de oxidacién del DNA (Kasai y Nishimura,
1984). El desarrollo de un método de HPLC para [a determinacién de la 8-hidroxiguanina
primero (Floyd et al, 1986) y el descubrimiento de la aparicién en la orina de estos
. productos para determinar el dafio sobre el DNA (Ames, 1989; Fraga et al, 1990) después,
han conducido al desarrollo de este campo Se trata de productos del ataque oxidativo a
bases de los 4cidos nucleicos como la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina, el 5-hidroxiuracilo o la
timina-glicol, pero existen m4s de una veintena de aductos descritos en tejidos y orina de
varias especies. El mejor método para su medida es la espectrometria de masas acoplada
a un cromatdgrafo de gases, pero su dificil disponibilidad en muchos laboratorios hace
necesaria la adopcién de técnicas de HPLC, cuyos problemas técnicos con muestras in vivo
atn no han sido claramente resueltos. Se ha calculado que en humanos se producen como
media 10.000 impactos de dafio oxidativo por célula y dfa (Fraga et al, 1990), cantidad
cientos de miles de veces superior a la causada por la radiacién natural de fondo, lo que
pone de manifiesto la importancia de los radicales libres de origen endégeno como

causantes potenciales de muchas alteraciones de la funcién celular.

Los radicales libres derivados del oxigeno han sido implicados en el proceso de
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carcinogénesis por diversos autores (Masoti et al, 1988). Su papel dual provocando roturas
en las cadenas de DNA y dando lugar a la formacién de aductos resulta bisico; éstos
dltimos son responsables en muchos casos de la disminucién en la fidelidad de replicacién
del DNA (Floyd, 1990). Asi, se ha comprobado que la 8-hidroxiguanina es un marcador
muy 0til para el seguimiento del dafio al DNA en estudios de carcinogénesis (Ames, 1991).
En células tumorales se han detectado alteraciones en la actividad de enzimas implicadas
en el control de los niveles de especies activas de O,. Asf, los niveles de enzimas como la
catalasa, superéxido dismutasa o glutatién peroxidasa se ven modificados en muchas células
tumorales. También se sabe que compuestos como el TNF (factor de necrosis tumoral)
provocan la induccién de enzimas como la superéxido dismutasa (Del Maestro et al, 1992).
Por otro lado, sustancias relacionadas con los mecanismos de proteccién frente 2 la
toxicidad del O, (4cido ascérbico, vitamina E, B-carotenos ...) actGan como agentes
anticarcinogénicos (Ames et al, 1982).

Estas alteraciones celulares pueden observarse en los organismos aerobios
expuestos a elevadas tensiones de O,. Sin embargo, los radicales libres se producen también
en los organismos sémetidos a presiones de O, normales, aunque en cantidades inferiores
a las de hiperoxia. Los mecanismos de defensa que posee la célula son, en este caso,
eficaces para evitar los dafos que puedén ocasionar. Pero existe la posibilidad de que parte
de estas especies activas no sean neutralizadas por los mecanismos de defensa'y de ahf que -
ciertas manifestaciones del proceso de envejecimiento y patologias relacionadas sean el -
 resultado de una exposicién crénica a tensiones de O, normales para el organismo (Fraga
et al, 1990).

2.- Daiig oxidativo y proteinas

Las protefnas son otro de los componentes celulares vuinerables al ataque
oxidativo. Al igual que ha ocurrido con el DNA, los trabajos sobre este aspecto del daiio

oxidativo se han llevado a cabo recientemente.

En este campo hay que destacar la labor realizada por el grupo de Kelvin
Davies en California. Tras observar c6mo células sometidas a estrés oxidativo sufrian un
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proceso de proteolisis, se propusieron averiguar si ello era debido a la activacién de
enzimas proteoliticas latentes o si lo que ocurria era que aumentaba la susceptibilidad a la
proteolisis en las protefnas oxidadas. Con este objetivo iniciaron un estudio profundo de

los efectos del ataque oxidativo sobre protelnas.

. Comprobaron cémo los radicales de oxigeno son capaces de producir grandes
modificaciones en las proteinas. Observaron disminuciones de la fluorescencia nativa debido
a la destruccién del triptéfano y la tirosina, cambios en los puntos isoeléctricos por
modificaciones de carga, aumentos de peso molecular debido a la formacién de asociaciones
intermoleculares covalentes o hidrofébicas, o descensos del peso molecular por
fragmentacién de los péptidos, etc.

Analizando por separado el efecto de distintos radicales, hoy se piensa en el
radical hidroxilo como principal responsable del daiio. Dicho radical es capaz de producir
agregados covalentes aunque rara vez da lugar a productos de fragmentacién; también
prm.roca cambios en la carga eléctrica neta, pérdida del tript6fano y produccién de
bitirosina. Resultados similares se obtienen al combinar el radical hidroxilo con radical
superéxido y oxfgeno, aunque en este caso no suele producirse agregacién y sf
fragmentaci6n. El radical superéxido por s solo no es capaz de provocar ninguno de estos
efectos, por lo que el radical hidroxilo es la especie iniciadora en todos los casos; el oxigeno
y el radical super6xido, lo que harfan es modificar el dafio causado por éste (Davies, 1987).
En cuanto al H,O, per se no parece capaz de provocar modificaciones y necesitaria la-
presencia de metales de transicién (Davies, 1986). '

Todos los aminodcidos de una protefna son susceptibles de modificacién por
el ataque del hidroxilo o su combinacién con otros radicales, mientras que el radical
superéxido sélo es capaz de reducir residuos de cistina, Entre los aminodcidos més sensibles
se encuentran triptéfano, histidina y cisteina, ademds de la tirosina formada por reaccién
del OH® con fenilalanina. Las modificaciones de la estructura primaria se inician por el
ataque del hidroxilo, que al reaccionar con residuos de ciertos amino4cidos puede dar lugar
a otros radicales. El oxfgeno y el radical superéxido pueden transformar los productos de
la reaccién del hidroxilo, aumentando el dafio como en el caso de la pérdida de triptéfano
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o disminuyéndolo, como ocurre con la prevencién de la formacidn de bitirosina por parte
del superéxido. Las modificaciones oxidativas en la estructura primaria de las proteinas son

responsables de las alteraciones en la estructura secundaria y terciaria (Davies et al., 1987a).

- La exposicin al radical hidroxilo provoca desnaturalizacién y un aumento del
grado de hidrofobicidad seguidos de un proceso de agregacidh covalente. Este aumento de
entrecruzamientos entre moléculas de protefnas dando lugar a dimeros, trimeros,
tetrdmeros, etc., se explica por la formacién de bitirosinas intermoleculares aunque,
esencialmente, cualquier radical amino4cido de la cadena polipeptidica puede formar un
puente con otro en otra molécula de proteina. En el caso de la fragmentacién también se
produce una desnaturalizacién y aumento de hidrofobicidad previos. La fragmentacién tiene
lugar por la abstraccién de un hidf(_igeno de un carbono a de un aminoé4cido, mé4s que por
rotura del enlace peptidico. Tras la adicién de oxigeno se forma un radical peroxil que
reaccionard para dar lugar a peréxidos. La descomposicién de éstos es responsable de la
escisibn de la cadena polipeptidica. Los fragmentos resultantes pueden formar
conglomerados que se mantienen unidos por fuerzas no covalentes (Davies y Delsignore,
1987).

Tanto en el caso de la fragmentacién, como en el de la agregacién, se produce
una desnaturalizacién previa y un aumento de hidrofobicidad. Esta desnaturalizacién
implica un desdoblamiento que dejard més accesibles muchos enlaces peptidicos y que
explicarfa 1a mayor susceptibilidad a la proteolisis de estas proteinas modificadas por
oxidacién. S6lo en casos de estrés oxidativo extremo, en los que la formacién de puentes
cruzados €s elevada, 7n6 se produce este incremento de. susceptibilidad a la proteolisis
caracterfstico, debido a que los enlaces covalentes que se forman son resistentes a la
proteolisis y las moléculas del interior de los agregados seran menos accesibles. Los
fragmentos o las protefnas desnaturalizadas resultan ser sustratos inmejorables para la
proteolisis e incluso se ha llegado a sugerir que el daiio oxidativo podria ser un mecanismo
para marcar y controlar la degradacién de determinadas protefnas, siendo el simple proceso
de desnaturalizacién la sefal para la degradacién de protefnas oxidadas (Davies et al,
1987b).
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Tanto la formaci6n de entrecruzamientos tras la oxidacién de proteinas, como
la susceptibilidad a la proteolisis, van a estar directamente implicadas en fenémenos como
el desarrollo, con la edad, de cataratas en el ojo (Taylor y Davies, 1987) y, sobre todo, por
su importancia como marcador de envejecimiento, en la aparicién de grdnulos de
lipofuscina. Estos son acimulos de lfpidos, dcidos nucleicos y proteinas con abundantes

entrecruzamientos.

- En cuanto a la procedencia del dafio oxidativo, adem4s de las fuentes de
radicales ya mencionadas, hay que destacar el hecho de que ia glucosa al autooxidarse
produce radicales. Por esta razén, algunos autores atribuyen parte de las alteraciones que
se producen en enfermedades como la diabetes mellitus, cataratas, ateroesclerosis, sintomas
relacionados con la edad, etc., al dafio oxidativo y no Gnicamente a la glicosilacién de
proteinas y consigﬁiente formacién de productos Amadori (Hunt et al, 1988; Van Boekel,
1991). Por otro lado, algunos autores proponen distintos sistemas de oxidasas de funcién
mixta (MFO) como responsables de la oxidacién de protefnas (Stadtman, 1988).

Las células aerobias disponen de una serie de mecanismos que les permiten
vivir ‘en una atmdsfera con oxigeno, ya que continuamente generan cantidades peqtieﬁas,
pero significativas, de radicales de oxigeno. Existen varias posibles clasificaciones de estas.
defensas antioxidantes. Una de éilas las divide en dos grupos: sistemas de defensa primarios
y secundarios.

En el primer grupo se incluyen aquellos sistemas encargados de prevenir la
peroxidacién lipidica y otros tipos de daito oxidativo. Entre ellos se encuentran proteinas
como la transferrina o la ferritina que, al secuestrar iones Fe, impiden que tenga lugar la
reaccién de Haber-Weiss catalizada, la iniciacién de la peroxidacién o la descomposicién
de los hidroperéxidos lipidicos. La ceruloplasmina es posiblemente un sistema de defensa
extracelular. Ademds, pertenecen a este grupo enzimas como la superéxido dismutasa
(SOD) o la catalasa (CAT), encargadas de eliminar los radicales superéxido y el peréxido
de hidrégeno respectivamente y la glutatién peroxidasa (GPx), que contribuye también a
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eliminar el H,O,. Se incluyen aquf compuestos como los f-carotenos capaces de eliminar

el O, en estado singlete, €l 4cido ascérbico y el glutatién.

Los sistemas de defensa secundarios constituyen ese segundo grupo. Son
sistemas mds especificos que tienden a detener la peroxidacién lipidica una vez que ya se
ha iniciado. Entre ellos se encuentra la vitamina E, que comprende cuatro derivados
diferentes de los cuales el a-tocoferol es el mds importante. También en este grupo se sitda

la glutatién peroxidasa, que es capaz de reducir los hidroperdéxidos lipidicos (Kappus, 1985).

Otras veces, estos mecanismos de defensa se clasifican en sistemas antioxidantes

enzim4ticos y no enzim4ticos, y segin trabajen en la fraccién soluble o en la lipidica.

1.- Mecanismos enzimiticos

De los tres tipos principales de especies de O, activo, 05, H,0, y OH’, sélo
existen enzimas detoxificadoras para los dos primeros. Sin embargo, eliminando esas dos
especies se limita la formaci6n del dailino radical hidroxilo..

A, Superéxido dismutasas (SOD)

La superdxido dismutasa (EC.1.15.1.1) fue descrita por primera vez por
McCord y Fridovich en 1969. Ellos establecieron la existencia de una actividad enzimética

capaz de catalizar la reaccién de dismutacién de los radicales superéxido:
O, + 05 + 2H* = 0, + H,0,
La presencia de esta enzima en casi todos los organismos aerobios y su ausencia en
muchos anaerobios indica su importancia en los mecanismos de defensa frente al efecto

téxico del oxigeno.

Se han encontrado tres tipos de superdxido dismutasa (SOD). Todas ellas catalizan
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la misma reaccién y operan con un mecanismo idéntico, pero se diferencian en ef metal

presente en su centro activo.

La SOD con cobre y zinc se localiza en el citosol de las células eucariotas y
algiin procariota. Consta de dos subunidades idénticas, estando cada una de elias est4 unida
a un 4tomo de cobre y otro de zinc. De estos dos metales sélo requiére el cobre para su
actividad catalitica, siendo el zinc puramente estructural. Tiene un peso molecular bajo
- {30kDa) y se inhibe en presencia de cianuro y dietilditiocarbamato (DDC). El DDC se une
al Cu en el sitio activo y elimina el metal de la enzima. El grupo de Marklund (Karlsson
y Marklund, 1988) ha descrito otra Cu-Zn-SOD dimérica, presente en el liquido
extracelular, ‘que podria ser de éspecial relevancia en el control de las reacciones

inflamatorias.

La SOD unida a manganeso estd presente en células eucariotas y procariotas.
En las primeras se localiza en la matriz mitocondrial y es un tetrdmero. En procariotas se
encuentra en forma de mondémero, dimero, trimero o tetrémero. Las secuencias de
amino4cidos de todas las Mn-SOD, independientemente de que sean de animales, plantas
o bacterias, son muy similares y distintas de las de las Cu-Zn-SOD, lo que estaria de
acuerdo con la teorfa endosimbionte para el origen de la mitocondria. El peso molecular
de esta SOD es mayor (80 kDa) y en este caso es el 4tomo de Mn el que realiza la

dismutacién.

La SOD unida a hierro se encuentra casi exclusivamente en procariotas y algas.
Presenta similitudes considerables con la Mn-SOD, tanto en el nfimero y peso molecular
de sus subunidades, como en la secuencia de aminodcidos (Halliwell y Gutteridge, 1989).

La funcién fisiolégica de la SOD est4 en relacién con la toxicidad de su sustrato. La
ausencia de esta actividad enzimética implica un aumento de los niveles de _Oi, con los

consiguientes perjuicios para la célula.

Se ha comprobado la existencia de una correlacién positiva entre los niveles de
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actividad SOD y la tolerancia a la hiperoxia tanto en bacterias como en organismos
superiores. Asi, se ha observado un incremento de la actividad SOD cuando se someten a
atmosferas hiperéxicas. En la rata se detecta un incremento de la SOD del pulmdén cuando
se mantiene a los animales en una atmdsfera con un 85% de O, durante siete dias.
Posteriormente estas ratas muestran una mayor tolerancia a un nivel de 100% de O,
(Crapo y Tierney, 1974). En ratas recién nacidas la exposicién a O, al 95-100% provoca una
rdpida induccién de la SOD del pulmén. Todos estos datos confirman la participacién de
la SOD en los mecanismos de defensa antioxidantes y su relacién con la tolerancia a la

hiperoxia.
B. Catalasa (CAT)

La catalasa (EC.1.11.1.6), cuya existencia es conocida desde hace mucho
tiempo, es una de las enzimas implicadas en la eliminacién del peréxido de hidrégeno en
los organismos aerobios, aunque existen ciertos anaerobios estrictos que también [a poseen.
Ha sido aislada y purificada en gran nlimero de tejidos tanto animales como vegetales y

también en bacterias. La catalasa puede catalizar dos tipos de reacciones:

peroxidativa: HyO, + AH, =2 H,O0 + A (2)

La primera reaccién, denominada cataldtica (1), es una 6xido-reduccién
bielectrénica en la que a partir de dos moléculas de peréxido de hidrégeno (dismutaci6n)
se forman una de oxigeno y dos de agua. La segunda se denomina reaccién peroxidativa
y en ella la enzima, trabajando como una peroxidasa, puede utilizar como sustrato el H,O,,
pero ademis requiere otra molécula diferente donadora de electrones (2). El tipo de
sustrato donador de electrones (AH,) no es especifico, por lo que su naturaleza quimica
en la reaccién peroxidativa es diversa y puede incluir compuestos fendlicos, alcoholes,

nitritos, 4cido férmico y aminas primarias.

En ambas reacciones se ha producido la reduccién del peréxido de hidrégeno

hasta agua. Sin embargo, las constantes de velocidad indican un predominio de la reaccién



Introduccién 50

catal4tica sobre la peroxidativa. La V.. de la descomposicién de H,O, por parte de la
catalasa es muy grande cuando las concentraciones de peréxido de hidrégeno son elevadas.
Por el contrario, a bajas concentraciones es poco efectiva al poseer una Ky4 muy alta y, por
tanto, una baja afinidad por el H,0,. Por ello, dificilmente se alcanza la saturacién pues,

ademds, altas concentraciones de H,O, provocan la inactivacién de la enzima (Aebi, 1974).

En ambos tipos de reacciones (1) y (2) se forma un complejo primario

denominado compuesto I entre el peréxido de hidrégeno y el Fe del grupo prostético hemo:
catalasa - Fe>*+ + H,0, = compuesto I + H,O

Para que se produzca la reaccién catalética, una segunda molécula de peréxido
de hidrégeno debe interaccionar con el compuesto I, formdndose entonces un compuesto

ternario del cual se liberard una molécula de agua y otra de oxigeno:
compuesto I + H,O, == catalasa - Fe3t + H,0 + O,

Un resto de histidina, distal al Fe del grupo hemo, interviene en esta
interaccién orientando correctamente a la molécula de H,0,. El 3-amino-1,2,4-triazol se
une al compuesto I, precisamente por este resto de histidina, inhibiendo asi

irreversiblemente a la catalasa.

En la reaccién peroxidativa, el compuesto I interacciona con una molécula

donadora de electrones distinta al H202:
compuesto 1 + AH, == catalasa - Fe3* + H)0, + A

La descomposicién del peréxido de hidrégeno por la reacci6én cataldtica
predomina cuando la concentracién de ese compuesto es alta. Si los niveles de H,O, son
bajos y ademds existe una concentracién de la molécula donadora (AH,) suficiente, se
favorecerd la reaccién peroxidativa (Chance et al, 1979).
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La catalasa es un tetrdmero con cuatro grupos hemo y tiene un pesc molecular
que oscila entre 210.000 y 280.000 daltons. En las células suele estar asociada a los
peroxisomas, aunque se ha indicado su presencia también en el citosol (Roels y Geerts,
1982), pero podria tratarse de una forma vieja de la enzima. Algunos trabajos han
demostrado por inmunolocalizacién al microscopio electrénico que, aunque en la rata la
CAT se limita al interior del peroxisoma, en el cobaya estd presente en grandes cantidades
en el citoplasma. Estudios menos precisos por fraccionamiento celular mediante
centrifugacién sugieren lo mismo para Rana lessonae. La catalasa se encarga de eliminar
el peréxido de hidrégeno generado en los peroxisomas. No obstante, parte del H,O, puede
salir al citosol puesto que la membrana de los peroxisomas no es una barrera eficaz que
evite su difusién. Del mismo modo, el H,0, producido en el citosol puede también entrar
al peroxisoma y ser allf degradado por la catalasa. Este H,O,, asf como el procedente de
otros orgdnulos como mitocondrias y reticulo endopldsmico y el del propio citoplasma, es
eliminado por la accién de la glutatién peroxidasa localizada en el citosol y en las
mitocondrias, aunque en algunas especies se ha demostrado también la existencia de

catalasa en el citosol.

El papel protector de la catalasa frente al ataque oxidativo se pone de
manifiesto en situaciones como la hiperoxia, en la que se produce mayor cantidad de HéOz
(Yusa et al, 1987) y que suele asociarse con iﬁducciones adaptativas de la actividad CAT
(Frank et al, 1980; Barja de Quiroga et al, 1988); estos incrementos consiguen aumentar
la tolerancia de los organismos a la hiperoxia. En este sentido se han realizado interesantes
experiencias con inyecciones intravenosas de SOD y CAT incluidas en liposomas,
consiguiendo asf aumentar la supervivencia de animales expuestos a hiperoxia (Turrens et
al, 1984).

El aminotriazol (3-amino-1,2,4-triazol) inhibe la actividad catalasa in vivo de
forma irreversible. Para ello es necesaria la presencia de H,O,, pues el AT reacciona con

el compuesto I, formando un complejo covalente inactivo con la enzima.

AT
Catalasa + H,0, = Compuesto I == Catalasa inactiva



Introduccién 52

El aminotriazol se sabe que modifica la histidina 74 de [a apoproteina de 1a catalasa.
Este aminodcido resulta fundamental para la posterior entrada de otra molécula de H,0,,
de ahf la inactivacién de la enzima (DeMaster et al, 1986). Este es el mecanismo de acci6én
del AT comtinmente aceptado, aunque se habla de la posibilidad de un mecanismo
indirecto del AT a través de un hipotético factor citosélico (Williams et al, 1985). Existen
compuestos como el etanot que impiden la inactivacién de la catalasa por parte del AT. El
etanol reduce rdpidamente al compuesto [ compitiendo con la reaccién del AT con dicho
compuesto I (Yusa et al, 1987). Lo mismo sucede con otro inhibidor como la 3-3’-
diaminobenzidina, que protege a la catalasa de la inactivacién irreversible por AT
uniéndose al compuesto [ (Darr y Fridovich, 1985). La necesidad de la presencia de H,O,
para que se dé la inactivacién, permite llevar a cabo el que quizds sea el Gnico método
seguro y disponible actualmente para una cuantificacién del peréxido de hidrégeno presente
in vivo en condiciones normales, de manera indirecta, a través del estudio de la tasa de
inhibicién de esta enzima por AT. Asi por ejemplo, el hecho de que la catalasa de
eritrocitos de rata no resuite normalmente inhibida por AT se relaciona con la relativa

ausencia de H,0, en dichas células.
C. Glutatién peroxidasas (GPx)

En la célula existe un conjunto de enzimas que eliminan H,O, por la via
peroxidativa. Estas peroxidasas se diferencian de la catalasa en que usan donadores de

electrones especfficos,

La glutatién peroxidasa (EC.1.11.1.9) se incluye dentro de este grupo de
enzimas y es la de mayor poder protector. Esta enzima junto con la glutatién reductasa, que
se encarga de regenerar el GSH a partir del GSSG, juegan un papel primordial en el
metabolismo del perdxido de hidrégeno en las células animales.

La descomposicién del H,0, se realiza segin la siguiente reaccién:
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El AH, es un sustrato que se oxida en el proceso. La glutatién peroxidasa es

capaz de catalizar la reacci6n entre un hidroperéxido (ROOH) y el glutatién reducido.

ROCH 2GSH NADP*
GPx GR
ROH GSSG NADPH

La enzima es especifica para el glutatién, pero no ocurre lo mismo con el
perdxido. De esta forma la GPx puede catalizar la descomposicién de sustancias citotdxicas
come el H;O, y los hidroperéxidos organicos. Los datos parecen indicar una importante

funcién de la enzima en ambos procesos (Halliwell, 1981).

La glutatién peroxidasa se encuentra en todos los vertebrados. Las plantas,
microorganismos y algunos invertebrados, entre ellos los insectos y los oligoquetos, no
presentan actividad GPx, pero suelen tener otras peroxidasas (Smith y Shrift, 1979). Se trata
de un tetrdmero (76kDa) con cuatro 4tomos de selenio por molécula de enzima, unidos
covalentemente en forma de selenio-cisteina (Flohé, 1982). Su localizacién es
fundamentalmente citosélica, aunque también hay actividad en mitocondrias. En tejidos de
mamifero, adem4s de la glutatién peroxidasa que contiene selenio (Se dependiente), existe
una segunda forma dimérica que no lo posee, con un peso molecular menor. Ambas pueden
utilizar como sustrato perdxidos orginicos, pero la no Se dependiente no puede
descomponer el H,0, (Lawrence y Burk, 1976). La glutatién peroxidasa sin selenio
corresponde a una actividad exhibida por varias glutatidn transferasas. De ésto se deduce ‘
la importancia del selenio, que ademds de ser fundamental para la actividad de la enzima

(Bell et al, 1986), parece implicado en €] control de su sintesis (Takahashi et al., 1986).

La GPx trabaja en la fracci6n soluble de la célula (citosol y matriz
mitocondrial); no es capaz de entrar en la membrana, por lo que en ocasiones se ha puesto
en duda su capacidad para eliminar los hidroperéxidos lipidicos. Pero se habla de una GPx
citosélica que trabajaria en la interfase citosol-membrana, el lamado factor citosélico.
Ademas, el grupo de Ursini ha aislado una GPx Se dependiente distinta de la citosdlica,

que si actuaria sobre los hidroperéxidos de la membrana (Van Kuijk et al., 1987).
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La eliminacién del peréxido de hidrégeno es un factor importante en la defensa
frente a la toxicidad del O,, pues ademés de que el H202 sea téxico per se, de esta forma
disminuye el grado de generacién de un radical altamente reactivo como es el OH' y para
el que no existe ninguna enzima encargada de su neutralizacién en la célula. La glutatién
peroxidasa tiene una Ky y una V.. por el H,O, bajas, lo que las hace idéneas para

eliminar concentraciones pequeiias de H,O,.

Al igual que ocurre con otras enzimas antioxidantes, se han observado rdpidas
inducciones de la actividad glutatién peroxidasa acompanadas de incrementos de SOD y
CAT en estudios de tolerancia a la hiperoxia con ratas recién nacidas (Stevens y Autor,
1980). En esta misma linea se encuentran los trabajos de Frank et al (1980), que
observaron cémo el pretratamiento de ratas adultas con endotoxina bacteriana tenfa un
efecto protector frente a la exposici6n a hiperoxia. Esta accién protectora era debida a que
el tratamiento provocaba un aumento de las actividades SOD, CAT y GPx en el pulmén

de estas ratas.
D. Glutation Reductasas (GR)

La enzima glutatién reductasa (EC.1.6.4.2) se encarga de reducir el glutatién
oxidado {GSSG) a su forma reducida (GSH), manteniendo de esta manera unos niveles
GSH/GSSG altos en las células. Su papel antioxidante es realmente indirecto y lo ejerce
a través de los niveles de GSH que, como veremos més adelante, resultan esenciales para
la célula. Puesto que el "pool” de GSH es limitado y la elevacién de la tasa GSSG/GSH es
altamente téxica para la célula, esta enzima es de vital importancia para el funcionamiento
de la eliminacién de H,0, por la via de la GPx, asi como para la reconstitucién del GSH

oxidado no enzimiticamente.
GSSG + NADPH =2 GSH + NADP?
La GR es también capaz de catalizar la reduccién de ciertos disulfuros mixtos,

como por ejemplo entre el GSH y el coenzima A. El NADPH que requiere la GR como

fuente de equivalentes de reduccién, es aportado en la mayor parte de los tejidos animales
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por la ruta metabélica conocida como via de las pentosas. Por esta razén, se considera
muchas veces a las enzimas de esta via de las pentosas, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (productoras citosélicas de NADPH), como una segunda

linea de defensa antioxidante.

. La glutatién reductasa consta de dos subunidades de 50 kDa cada una, con la
flavina FAD unida a su sitio activo y que es esencial para su funcionamiento pues actGa
como coenzima. Aparentemente, lo que ocurre es que el NADPH reduce al FAD, que pasa
sus electrones a un puente disulfuro entre dos residuos de cisteina de la proteina. Los dos
grupos -SH formados reaccionan posteriormente con el GSSG, reduciéndolo. Se obtienen
de esta forma dos moléculas de GSH y se restaura el puente disulfuro de la proteina. Cada
subunidad consta, por tanto, de tres dominios: uno de unién a FAD, otro de unién a
NADPH 'y un dominio intermedio. Esta enzima estd presente en el citosol y en las
mitocondrias (Halliwell y Gutteridge, 1989).

E. Otras peroxidasas

Ademis de las glutatiéon peroxidasas existen otras muchas peroxidasas,
presentes en organismos como las bacterias que carecen de las primeras. Entre ellas
podemos citar la citocromo peroxidasa que se localiza en levaduras, entre la membrana
interna y externa’de la mitocondria y en algunas bacterias, la NADH peroxidasa que
aparece en varias bacterias, la ascorbato peroxidasa de los cloroplastos de plantas
superiores y de algunas algas verdes. Varias peroxidasas no especificas en plantas y
bacterias son capaces de utilizar sustratos muy diversos. También se ha aislado alguna en
tejidos animales como, por ejemplo la lactoperoxidasa encontrada en leche y saliva, la
mieloperoxidasa de células fagociticas, la peroxidasa tiroidea de la glindula tiroides, o la
 peroxidasa uterina. Quiz4 la m4s estudiada de todas estas peroxidasas no especificas sea

la peroxidasa de r4bano.

2.- Mecanismos no enzimdticos

Existe un nimero creciente de sustancias de las que se describe una capacidad
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antioxidante y que estdn presentes en el organismo. Sin embargo, en muchos casos las
concentraciones necesarias para que esta actividad se muestre no se ajustan a las presentes
en los tejidos o la funcién antioxidante se ha demostrado in vitro pero no in vivo. Por ello
nos centraremos en los antioxidantes de bajo peso molecular cuya actividad in vivo estd
mejor establecida. Desde el punto de vista de la peroxidacién lipidica de las membranas
conviene distinguir a los antioxidantes hidrosolubles (sin accesibilidad a regiones profundas

de la membrana), de los liposolubles.
A. Hidrosolubles
- Glutatién

El glutatién es un compuesto tidlico de bajo peso molecular y amplia
distribucién en los sistemas biol6gicos. En las células aerobias este tripéptido (y-glutamil-
cisteinil-glicina), que se encuentra en concentraciones milimolares, protege frente al ataque
oxidativo. Su actividad antioxidante se debe a la capacidad reductora del grupo tiol de su
cisteina. Puede actuar como antioxidante en reacciones enzimiticas (como la de la GPx)
o no enzimdticas. En los tejidos el glutatién se mantiene bajo su forma reducida,
constituyendo la fuente més importante de poder reductor en la célula (Forman y Fisher,
1981). El glutatién en su estado reducido (GSH) resulta més accesible al O, que los grupos
-SH de ciertas enzimas, por lo que se oxida preferentemente dando lugar a su forma

oxidada (GSS) que contiene un puente disulfuro.
2 GSH + % O, == GSSG + H,0

También puede reaccionar con enzimas con grupos tidlicos previamente
oxidados, reduciéndolos. La reaccién del GSH o de los grupos tiol de las enzimas con el
oxfgeno es lenta, pero su velocidad se incrementa al ser catalizada por metales de transicién
(Halliwell, 1981). El glutatién puede interaccionar con radicales como el radical superéxido,
el radical hidroxilo y con cualquier molécula orgénica oxidada:
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20, + 2GSH + 2 H' = GSSG + 2H,0,
20H' + 2GSH = GSSG + 2 H,0
2R’ +2GSH = GSSG + 2 RH

El glutati6n, ademds, interacciona con e} oxigeno en estado singlete, en lo que

se denomina reaccién de "extincién”, devolviéndolo a su estado basal no reactivo o tripleté:
02‘ + GSH == GS(ox.) 4cido cisteico

Es posible que para la célula las reacciones anteriores sean sélo parcialmente
Gtiles, puesto que en ellas pueden formarse radicales libres derivados del glutatién (GS")
potencialmente téxicos. El GSH tambien contribuye a la eliminacién en los _organismos.
aerobios del peréxido de hidrégeno y los peréxidos lipfdicos, catalizada por la glutatién

peroxidasa:

ROOH + 2 GSH == ROH + GSSG + H,O
GPx

El glutatién oxidado (GSSG) puede ser reconvertido a su forma reducida
mediante la actividad glutatién reductasa dependiente de NADPH:

GSSG + NADPH + HY* =— NADP* + 2 GSH
GR

De esta forma se mantienen en la célula unos valores GSH/GSSG normalmente
altos (Forman y Fisher, 1981). Ademds del efecto protector directo del glutatién,
indirectamente contribuye al reciclaje de las vitaminas C y E (Jamieson et al., 1986;
Tirmenstein y Reed, 1989). Cuando las tensiones de oxigeno a las que estd sometido un
tejido son tan altas que la regeneracién de GSH a partir de su forma oxidada o la
produccién de NADPH no son suficientes, la relacién GSH/GSSG disminuye. En estos
casos el GSSG puede inactivar ciertas enzimas formando disulfuros mixtos:



Introduccién 58

Enzima-SH + GSSG = Enzima-SSG + GSH

Como consecuencia de ésto resultan inhibidas la sintesis de proteinas, la
adenilato ciclasa y la fosforilasa fosfatasa. Se han podido detectar disulfuros mixtos del
glutatién con otras enzimas celulares (Chance et al, 1979). El GSSG resulta ser una
sustancia altamente téxica para las células y de ahi la importancia de mantener siempre una
razén GSSG/GSH encrmemente baja, mediante la reduccién del GSSG por la GR o por
la exportacién activa del mismo a través de la membrana. Por esta razén se utiliza la
medida de esta tasa GSSG/GSH como uno de los estimadores més fiables del grado de
estrés oxidativo tisular. El caso del glutati6n es un claro ejemplo de c6émo un mecanismo
prbtector puede convertirse en perjudicial cuando la tasa de generacién de especies

oxidantes es excesiva.

Cabe mencionar también la participacién del glutatién en el metabolismo de
xenobiéticos. Estos procesos detoxificadores suelen incluir una primera fase de conjugacién
del compuesto de que se trate con el GSH mediante la actividad de enzimas glutatién-S-

transferasas.

Hay que sefialar que el glutatidh no es esencial para todos los organismos
aerobios. Algunas bacterias no lo poseen, aunque con frecuencia contienen otros
compuestos ti6licos de funcién similar (Halliwell y Gutteridge, 1989).

- Acido ascérbico

~ El 4cido ascérbico (vitamina C) puede ser sintetizado por la mayorfa de los
animales y las plantas. Sin embargo, en algunas especies (cobaya, primates, etc.) incluido
el hombre, no se sintetiza y es un elemento esencial de la dieta. Al 4cido ascérbico se le ha
asignado una funcién antioxidante en varias reacciones. Al oxidarse puede hacerlo
perdiendo un electr6n o dos, dando lugar a semidehidroascorbato (oxidacién

monoelectrénica) o dehidroascorbato (oxidacién bielectrénica) respectivamente.



Introduccién 59

2 Oé 2 H,0,
2 OH" + ascorbato = dehidroascorbato + 2 H20
2 ROO’ 2 ROOH

De esta forma puede reaccionar con los radicales superéxido, hidroxilo o
peroxilo. E$ necesario que posteriormente se vuelva a reducir para mantener asf su
capacidad antioxidante. Esto puede suceder no enzimdticamente por reaccién con GSH o
enzimdticamente mediante la NADH dehidroascorbato reductasa o la GSH-
dehidroascorbato reductasa. Adema4s, el 4cido ascérbico también puede reaccionar con el
oxigeno en estado singlete devolviéndolo al estado basal. Por tanto, el 4cido ascérbico
participa en la defensa antioxidante directamente, secuestrando especies activas de O, e
indirectamente, por su participaciéri en la restauracién del "pool® de vitamina E reducida
(Forman y Fisher, 1981).

Sin embargo, paraddjicamente, el 4cido ascérbico en presencia de Fe(Ill) o
Cu(II) puede promover la generacién de especies de oxigeno activas (OH", Oé, H,0,) que
normalmente se encarga de eliminar. Esta actividad prooxidallte deriva de su habilidad para
reducir jones Fe(IIT) o Cu(Il) a Fe(Il) y Cu(T) y O, a Oé‘ y HyO,. De esta forma, en
presencia de H,O, da lugar al radical hidroxilo. El hecho de que bajo determinadas
circunstancias el 4cido ascérbico pueda ejercer esta actividad prooxidante hace que el efecto
global de la vitamina C dependa de su concentracién y, sobre todo, de la disponibilidad de
‘trazas de iones metdlicos. Serd la relacién 4cido ascdrbico Fe(IT)/Fe(III) la que determine
su funcién antioxidante o prooxidante (Niki, 1987; Stadtman, 1991). De todas formas, el
efecto prooxidante del ascorbato se manifiesta sélo in vifro, careciendo de importancia in
vivo en el individuo sano, en el que la concentracién de Fe libre en las células es

enormemente baja o nula.
- Acido drico
El 4cido Grico es otro antioxidante importante. En los primates la ausencia de

la enzima uricasa impide la degradacién del 4cido Grico hasta alantoina. Asf, probablemente

permite que este 4cido drico, a concentracién elevada, reaccione con radicales como OH’,
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O; y ROO* dando lugar a H,0, H,0, y ROOH. Su importante contribucién a la actividad
antioxidante en el caso particular del hombre se atribuye a su elevada concentracién, que
en algunos tejidos se acerca a la saturacion. Ademds, el dcido drico es un buen agente
quelante, especialmente de Fe2*, protegiendo asf al dcido ascérbico de la oxidacién por
pairte de iones Fe y Cu, y es un excelente extintor del oxigeno singlete. Dada la
imposibilidad del 4cido Grico para acceder y eliminar radicales dentro de la membrana, se
propone que lo que hace es eliminar los radicales generados por el iniciador en la fase

acuosa, al igual que parece que ocurre con el 4cido ascérbico (Niki, 1987).

El 4cido drico, tras su reaccién con el radical hidroxilo, puede generar radicales
derivados que, aunque son menos reactivos, no son del todo inofensivos. Es otro ejemplo,
como ocurre con el GSH o el ‘écidd ascérbico, de que no son antioxidantes "perfectos"
(Halliwell y Gutteridge, 1989).

A pesar de ser una sustancia que se suele asociar con situacicnes patoldgicas
por su tendencia a precipitar si se encuentra en el limite de saturacién, como ocurre en el
hombre, dentro de la teorfa de los radicales libres como causa del envejecimiento, se ha
sugerido incluso, que la gran longevidad de los primates y del hombre podria estar
relacionada con la pérdida de la enzima que lo degrada y el aumento notable de su
concentracién tisular a lo largo de la evolucién (Ames et al., 1981).

- Otros

Incluimos aqui cualquier sustancia capaz de secuestrar iones metdlicos cuyo
papel en toda la serie de reacciones que median la toxicidad del ox(geno es fundamental.
Entre éstas se encuentran protefnas como la transferrina, ferritina, hemosiderina y
ceruloplasmina. Este secuestro no puede ser totalmente efectivo ya que los iones metélicos
estdn siempre en trénsito entre sus lugares de almacenamiento y los de su utilizacién en la
célula (Halliwell, 1981).

Existen muchas sustancias capaces de actuar como "quenchers” o extintores del

O, en estado singlete, entre ellas la molécula de agua, la histidina, el triptéfano, cistefna,
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tirosina, metionina y otros amino4cidos. El etanol por ejemplo, reacciona rdpidamente con
el OH’, aunque su concentracién en un organismo no sea suficiente como para ser
considerado una defensa util. Muchos aztcares (manitol, glucosa, etc.) son también capaces

de reaccionar con radicales hidroxilo al igual que el formaldehido (Forman y Fisher, 1981).
B. .Liposolubles
- Vitamina E o «-tocoferol

La vitamina E o a-tocoferol parece ser el principal antioxidante en las
membranas celulares animales. Su nombre hace referencia a uno o varios de los compuestos
fendlicos relacionados estructuralmente y conocidos como tocoferoles y tocotrienoles. Su
actividad suele atribuirse al cardcter reductor del grupo hidroxilo de su anillo cromanol; es
una molécula que es capaz de donar un protén. Este hecho, y su alta solubilidad en lipidos,
le confiere su poder antioxidante, pues de esta manera puede acceder directamente a los
grupos peroxil, que serfan reducidos a hidroperéxidos y degradados hasta alcoholes estables
por la via de la GPx, frenando de esta forma la reaccién en cadena que se produce en la

| fragmentacién de los hidroperéxidos lipidicos.

LOO" . ' Glutatién, Ascorbato

LO* Vitamina E-OH _(formas oxidadas)

LOOH Vitamina E-O°
LOH

_Glutati6n, Ascorbato

(formas reducidas) -

La importancia fundamental de esta reaccién es que impide la fase de
propagacién multiplicativa, que es la principal causante del daio peroxidativo. También es
posible la reaccién con radicales alcoxil, lo que seria util en caso de que la degradacién de

hidroperéxidos por la via de la GPx no hubiese sido totalmente eficiente.
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Los radicales tocoferilo generados pueden ser reducidos de nuevo por varios
agentes, entre ellos el 4cido ascérbico, generalmente presente en las células. Sin embargo,
esta cesién electrénica debe ocurrir en la superficie de la membrana, en la interfase
lipidica-citosélica, ya que el 4cido ascérbico es una molécula polar que no puede penetrar
en el interior hidrofébico de la membrana. De esta forma se regenera el a-tocoferol que
puede actuar de nuevo (Halliwell, 1981). Esto va a ser vital, ya que el "pool” de vitamina
E celular es pequefio y el sistema sélo es funcional si la forma reducida de la vitamina E
se regenera a la misma velocidad con la que se degrada. Se plantea asf la posibilidad de que
ambas vitaminas C y E trabajen en tdndem desde el punto de vista rédox. Esta posibilidad

se ha demostrado in vitro, pero in vivo aun no ha sido aclarada.
Vitamina E-O* + Ascérbicored == Vitamina E-OH + Ascdrbicoox

Los efectos antioxidantes de las dos vitaminas pueden ser aditivos cuandao los
radicales son generados inicialmente en la fase acuosa, o sinergisticos cuando se generan
en el interior de [a membrana. Adema4s del 4cido ascorbico, el GSH y la cistefna también

son capaces de regenerar el a-tocoferol.

Se ha comprobado cémo ratas alimentadas con dietas deficientes en vitamina
E son més susceptibles al ataque oxidativo, presentando incrementos en los niveles de
peroxidacidn tisular (Doni et al, 1984) y distrofia muscular. Por otro lado, el a-tocoferol
es un potente extintor del O, en estado singlete por lo que puede impedir la iniciacién o
propagacién de la peroxidacién lipidica por parte de esta molécula. Aunque el radical
hidroxilo y el superéxido pueden reaccionar in vitro con el a-tocoferol no hay pruebas

suficientes que indiquen que esto ocurra in vivo (Forman y Fisher, 1981).

Se ha sugerido también que la vitamina E podria ejercer su proteccién frente
a la peroxidacién lipidica modificando la estructura de la membrana, afectando al tipo de
4cidos grasos que son incorporados y asf, algunos autores hablan de una estabilizacién fisica
de !a membrana (Diplock, 1985).
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- Carotenoides

Los carotenoides presentes en los cloroplastos son de dos tipos
fundamentalmente: carotenos y xantofilas, que son derivados oxigenados de los carotenos.
Los p-carotenos son constituyentes importantes de las membranas de los cloroplastos y
ademds se encuentran en algunas bacterias y hongos. Estos fi-carotenos son efectivos
extintores def O, en estado singlete; pueden reaccionar con €l previniendo la peroxidacién
lipidica. Esto se comprueba iluminando en atmdésferas aerobias plantas deficientes en f-
carotenos; se observa entonces cémo se degradan los cloroplastos por destruccién de las
clorofilas y de las membranas. Si esta experiencia se repite en condiciones anaerobias
(impidiendo de esta forma la generacién de O, en estado singlete) los dafios observados
son mucho menores. Ademds, los f-carotenos pueden absorber directamente la energfa de
las clorofilas excitadas impidiendo la formaci6n del O, en estado singlete (Halliwell, 1981).

Por otro lado, los $-carotenos también actGan como atrapadores de radicales.
Son capaces de reaccionar con radicales alcoxil y peroxil, interrumpiendo asf la reaccién en

cadena de la peroxidacién lipidica.

Debido a su concentracién y a la generacién de cantidades importantes de 0,

singlete a nivel de los cloroplastos, son vitales para el mantenimiento de las membranas de
| los tilacoides en las plantas. En los animales, en los que su concentracién es mucho menor,
su funcién antioxidante natural es menos clara. De todas formas, se ha propuesto que la
ingestién de p-caroteno en el hombre podria suponer cierta proteccion contra el desarrolio
e incidencia de enfermedades como el cdncer o la arterioesclerosis. Ademds, el hecho de
que la molécula de p-caroteno esté compuesta por dos moléculas de vitamina A ha
estimulado también investigaciones sobre el posible papel antioxidante del retinol (Niki,
1987; Halliwell y Gutteridge, 1989).

= Otros

En este grupo de defensas liposolubles hay que incluir a los estrégenos

(estradiol, estriol, estrona), cuyo papel antioxidante estd siendo objeto de estudio
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ultimamente (Sugioka et al, 1987). Como era de esperar por su estructura, la testosterona
tiene una escasa actividad antioxidante. Siguiendo el razonamiento realizado para el 4cido
firico, se podria también especular que la mayor longevidad de las hembras de muchos
vertebrados, incluido el hombre, podrfa estar refacionada con este papel antioxidante

diferencial de los estrégenos respecto a la testosterona.

También se ha comprobado recientemente que la bilirrubina puede funcionar
como antioxidante (Niki, 1987). Por dGltimo, sefialar que existen otros antioxidantes

naturales y también sintéticos que estdn siendo objeto de estudio.

3.- Protecci6n mediante secuestro de fones metdlicos

La importancia del Fe y otros metales en sistemas biol6gicos se demuestra por
su presencia en gran cantidad de protefnas que requieren estos metales de transicién para
su actividad. A lo largo de esta introduccién también se ha puesto de marifiesto el papel
fundamental que juegan estos metales de transicién en la generacién de radicales y por
tanto, de dafo oxidativo. Describiremos ahora algunos de los mecanismos que se han
. desarrollado para mantener estos metales ligados y la importancia bioldgica de este

"secuestro”.

En organisinos multicelulares el transporte de Fe est4 aseghrado por la protefna
plasmdtica transferrina. Se trata de una glicoproteina con dos sitios de uni6n para Fe(III).
Normalmente sélo estd cargada al 30%, lo que asegura la ausencia de Fe libre en el
torrente sanguineo. Otra proteina similar a la transferrina es [a lactoferrina, que aparece

en varios fluidos del cuerpo y en la leche.

El Fe transportado por la transferrina debe entrar en la célula para poder ser
utilizado. Este proceso se lleva a cabo via receptores especificos. Tras la unién al receptor,
el complejo es internalizado mediante un proceso de endocitosis. La acidificacién permite
la liberacién del Fe, que pasa al citoplasma celular, mientras que el complejo receptor-

apotransferrina es reciclado a la membrana plasmadtica. La apotransferrina, en contacto con
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el fuido extracelular, de pH neutro o ligeramente alcalino, perder4 afinidad por su receptor

y serd liberada de nuevo a la circulacién para ser reutilizada.

El Fe que no es inmediatamente utilizado por la célula pasa a almacenarse en
compuestos intracelulares cuyo prototipo es la ferritina. Esta, rara vez llega a saturarse in
vivo y evita de esta forma la acumulacién de Fe no ligado a protefnas en la céluia. La
deposicién de Fe(Il) en el interior de la ferritina implica su oxidacién a Fe(Iil). El Fe
puede ser liberado por la accién de quelantes de Fe(IIT) o de Fe(II) en presencia de
agentes reductores y ésto ocurre més facilmente a pH 4cido (Halliwell y Gutteridge, 1984;
Crichton, 1987).

Ademds de la ferritina, existe otra importante proteina almacenadora de Fe,'
la hemosiderina. Se forma por modificacién lisosémica de la ferritina. En tejidos normales
la ferritina almacena la mayor parte del Fe y s6lo una pequeiia parte se encuentra como
depé6sitos de hemosiderina. Sin embargo, en condiciones de exceso de Fe puede llegar a ser
predominante. EI pH 4cido favorece la liberacién de Fe por parte de esta proteina, lo que
en situaciones como la inflamacién o la hipoxia la convierten en una posible fuente de Fe,
implicindola en la produccién de radiqales y el dafio tisular (Ozaki et al, 1988).

Existe un pequeio "pool” de Fe no ligado a proteinas en trédnsito desde los
lugares de almacenamiento, en los que abunda, a los de utilizacién, donde es requerido;

pero diversos mecanismos se encargan de que éste sea lo més pequefio posible.

En cuanto al Cu, se encuentra unido a la proteina sérica albtimina, en equilibrio
con complejos de Cu. En el higado el Cu se incorpora a la proteina ceruloplasmina, y ligado
de esta forma es liberado a la circulacién. La ceruloplasmina ademé4s tiene propiedades
antioxidantes, pues es capaz de oxidar el Fe(II) a Fe(IlI). La mayor parte del Cu plasmético
se encuentra unido a esta glicoproteina y el resto se une a albGmina, histidina y pequefios
péptidos. La ceruloplasmina no libera Cu ficilmente y parece ser necesaria su degradacién
para que el cobre quede libre. No parece que en condiciones fisiolégicas los iones Cu den
lugar a la formacién de radicales, debido a las altas concentraciones de proteinas y de

albGmina, pues en caso de encontrarse libres se unirfan rdpidamente a ellas; pero siempre
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cabe el dafio en un lugar especifico de la macromolécula antes de ser "secuestrados”.
J
Ademds de todas estas proteinas, también otras moléculas como el 4cido
ascérbico y el Grico son capaces de unir iones Fe y Cu, impidiendo su participacién en la
produccién de radicales (Halliwell y Gutteridge, 1989; Stadtman, 1991).

De todos estos datos se desprende que los organismos han evolucionado
intentando minimizar en la medida de lo posible la cantidad de iones met4licos disponibles

de forma libre.

4.- Sistemas reparadores

Incluimos aqui lo que podrfamos Hamar una segunda linea de defensa contra
el dailo oxidativo. La mayor parte de los antioxidantes anteriormente descritos, intentan
eliminar los radicales antes de que se produzca el dafio y podrian considerarse como la
primera linea de defensa antioxidante. La segunda linea se encargard de eliminar el dafio
una vez producido. Ya hemos citado los mecanismos que intentan reparar los problemas -
generados por la peroxidacién lipfdica y ahora nos centraremos en los sistemas de
reparacién del dafio al DNA y protefnas. - |

En el caso de]l DNA, por su vital importancia, existen varios niveles de defensa.
En primer lugar, el DNA nuclear estd compartimentalizado en el ndcleo lejos de
mitocondrias y peroxisomas donde son generados gran cantidad de radicales. Adem4s, la
mayor parte del DNA que no se estd replicando se encuentra rodeado por histonas y
poliaminas que lo protegen de los radicales, y la propia estructura de doble hélice deja las
bases m4s reactivas menos accesibles a los agentes oxidantes. Por Gitimo, la mayorfa de las
alteraciones que se producen en el DNA como consecuencia del ataque oxidativo son

eliminadas por eficaces sistemas de reparacién enzimaticos.

Se tienen evidencias de que existen varias enzimas procariotas y eucariotas
capaces de reparar el daiio oxidativo sobre el DNA por mecanismos directos y por escisién.

Algunas exo y endonucleasas reparan preferentemente el DNA oxidado. Entre estas
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enzimas reparadoras de daiio oxidativo en procariotas destaca la endonucleasa III. En
eucariotas los estudios estdn més atrasados; sin embargo parece existir cierto paralelismo
con lo descubierto en procariotas. Se han caracterizado varias glicosilasas que actdan sobre
productos de oxidacién del DNA. También se ha aislado una endonucleasa de mamiferos
muy parecida a la endonucleasa I bacteriana. Se ha propuesto el término
"redoxiendonucleasas” para designar a todas estas endonucleasas que intervienen en la
reparacién del DNA oxidado (Pacifi y Davies, 1991).

Ademads de los mecanismos de reparacién por escisién, puede existir reparacién
directa de bases alteradas del DNA por oxidacién. Se han descrito glutatién transferasas
y peroxidasas que utilizan hidroperéxidos de timidina como sustratos (Ketterer y Meyer,
1989).

Se ha sugerido que el dafio oxidativo podrfa ser un mecanismo por el cual las
células controlarfan la degradaciéa de determinadas proteinas, pues se ha comprobado que
la oxidacién da lugar a un importante incremento de la susceptibilidad a la proteolisis. La
oxidacién en residuos de aminodcidos discretos servirfa de marcador para los sistemas
proteolfticos. Hoy se sabe que se trata de sistemas proteolfticéos no dependientes de ATP
ni de Ca para los que se ha propuesto el nombre de macroxiproteinasa (M.O.P.). Se trata
de un gran complejo de unos 670 kDa, cuyo sustrato preferente son protefnas modificadas
por oxidacién. El complejo es inhibido por compuestos con grupos sulfhidrilos y serinas y
por quelantes de metales de transicién. Su pH 6ptimo est4 dentro del rango alcalino (7,8).
Parece tener sitios cataliticos multiples (al menos tres) y estar formado por 8 subunidades
polipeptidicas distintas, Todas estas caracteristicas han llevado a identificar este complejo
con los complejos de proteinasas neutras/alcalinas que habfan sido aisladas en una gran
variedad de células eucariotas y de las que no se conocfa una funcién clara. Se propone que
estos sitemas habrian sido disefiados en la evolucién para eliminar proteinas oxidadas
(Pacifi et al., 1989; Pacifi y Davies, 1991).

Este tipo de sistemas proteoliticos han sido encontrados también en la matriz
mitocondrial (Marcillat et al., 1988) y algunos autores proponen un descenso de actividad
proteolitica con la edad, lo que supondria una acumulacién de protefnas oxidadas (Starke-
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Reed y Oliver, 1989).

VIL TE D DICALES L IE

La teoria de los radicales libres como causa fundamentat del envejecimiento fue
propuesta por primera vez por Denham Harman en 1956, aunque ya Rebeca Gerschman
habfa apuntado, c6mo una pequeiia ineficacia de los sistemas antioxidantes podia ser un
factor importante en el fenémeno de envejecimiento (Gerschman et al, 1954). Harman -
postula que el envejecimiénto se debe al dafio que los radicales libres del oxigeno producen
en los tejidos. Estos radicales son generados durante el metabolismo aerobio normal. Se
calcula que entre un 1-7% del flujo de oxigeno (probablemente alrededor de un 1% en
condiciones normales), a través de la cadena respiratoria, da lugar a la formacién de
radicales libres que pueden ser considerados como. "escapes”. La pequefia proporcién de
estos radicales que no sea eliminada por las defensas antioxidantes, cuya eficacia no es del
100%, puede dafiar los componentes celulares. Este daiio seri lento pero constante y se

acumulard con la edad.

El hecho de que los radicales se generen en las células aerobias como un
producto secundario de la reduccién del oﬂgeno en la mitocondria, es el nexo de unién
entre la teorfa de radicales libres y las de "tasa de vida".

La correlacién inversa entre longevidad m4xima y tasa metabdélica es quizd uno
de los pricipales apoyos de la teorfa de radicales como explicacién del envejecimiento, como
pone de manifiesto Cutler en varios de sus trabajos (Cutler, 1984; Cutler, 1991). Se
entiende por longevidad méxima, la longevidad del dltimo individuo en morir de una
especie, aunque algunos autores utilicen el Gltimo 10% de la poblacién. La longevidad
media es la media de las longevidades de los individuos de una especie. El producto de la
longevidad méxima (LSP o MLSP) por la tasa metabélica basal (SMR) es un producto
bastante constante para muchas especies y se denomina potencial energético vital (LEP).
Incidiendo sobre este punto se han realizado trabajos en los que se modifica el metabolismo
basal. De esta forma se sabe que situaciones que producen un aumento de la tasa

metabélica como pueden ser aumentos de temperatura o, al menos en dipteros el ejercicio
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aceleran la tasa de envejecimiento y aumentan la concentracién de productos de oxidacién
como n-pentano, sustancias TBA positivas, GSSG, etc. La relacién con los radicales es
obvia, a mayor metabolismo mayor generacién de especies activas de O, y por tanto mayor
daito oxidativo (Miquel et al, 1976; Buchan y Sohal, 1981; Sohal y Buchan, 1981). Sin

embargo, la relacién longevidad méxima-radicales libres no est4 tan clara.

Lo que si se ha comprobado es que la administracién de antioxidantes como
la vitamina E, en dosis adecuadas, suele aumentar [a vida media en nematodos, moscas,
ratas y ratones, produciéndose una rectangularizacién de las curvas de supervivencia. Sin
embargo, algunos autores discuten estos resultados en roedores y mantienen que ésto sélo

es as{ en el caso de animales singénicos, pero no en cepas salvajes.

Por otro lado, seria importante poder medir las concentraciones reales de estas
especies activas de oxigeno, sin embargo esto no es ficil debido a su baja concentracién in
vivo y su corta vida media. El que la tasa de generacién de radicales aumente con la edad
o disminuya el nivel de defensas antioxidantes no es necesario para dar validez a esta

teoria, aunque si asf fuese, serfa otro dato a favor.

, En este sentido hay que destacar los trabajos del grupo de Schal que, utilizando
siempre insectos como material biolGgico, han demostrado cémo con la edad se producen
incrementos en los niveles de n-pentano, asf como de sustancias TBA positivas (Sohal et al,
1985) y glutatién oxidado (Sohal et al, 1983) al mismo tiempo que se observan descensos

de las defensas antioxidantes tanto enzim4ticas como no enzimdticas (Sohal et al, 1983).

Sin embargo, en trabajos més recientes, realizados en mamiferos, no obtienen
resultados similares y los patrones de descenso con la edad no son tan claros (Barja de
Quiroga et al, 1990a; Pérez et al, 1991; Sohal et al, 1990c; Barja de Quiroga et al, 1992).
Se han descrito en cambio incrementos en la generacién de H,O, y 0; con la edad tanto
en insectos (Sohal y Sohal, 1991) como en mamiferos (Sohal et al, 1990d) y la correlacién
inversa entre longevidad méxima y generacién de especies activas de O, (Sohal er al,
1990c). '
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Otros trabajos muestran un descenso de la generacién de radical superdxido y
peréxido de hidrégeno en mitocondrias desde el adulto al individuo viejo (Floyd er al, 1984;
Muscari et al, 1990; LeBel y Bondy, 1991). Por otra parte, si los radicales libres estdn
directamente implicados en el envejecimiento, podemos esperar que especies con mayor
longevidad méaxima tengan niveles superiores de defensas antioxidantes. En esta direccién
apuntan los trabajos de Cutler, que muestran como los niveles de la enzima antioxidante
SOD correlacionan positivamente con la longevidad méxima de distintas especies. Cutler
ademds ha encontrado correlaciones positivas entre longevidad méxima y concentraciones
de 4cido Grico, carotenoides, «-tocoferol y ceruloplasmina aunque sélo hay correlacién
cuando los resultados se dividen por el consumo de oxigeno basal del animal completo. La
resistencia a la autooxidacién es otro pardmetro que correlaciona positivamente con la
longevidad, mientras que los niveles de sustancias TBA-positivas muestran una correlacién
inversa (Cutler, 1984; Cutler, 1986). "

Sin embargo, antioxidantes tan importantes como la glutatién peroxidasa, el
glutatién o las glutatién transferasas no correlacionan ni siquiera referidos a consumo de
oxigeno, como se ha comprobado recientemente, reafirmando esta disparidad de patrones
(Sohal et al, 1990b). Por otro lado existen datos que demuestran cémo dentro de una
misma especie, cohortes mis longevas de moscas estén asociadas a niveles ms altos de

antioxidantes y menores de productos de reacciones de radicales (Sohal ez al,1986).

A la vista de estos datos Cutler, defensor de los radicales libres como
explicacién del envejecimiento, propone lo que él denomina hip6tesis de envejecimiento por
desdiferenciacién y determinantes de longevidad. Los radicales libres, por accién sobre el
aparato genético celular, provocarfan una regulacién de los genes inadecuada, alterando el
estado de diferenciacién celular. Por tanto, el envejecimiento es el resultado de una falta
natural de estabilidad de la regulacién genética y la longevidad serd fruto de procesos que

estabilicen la expresién correcta de los genes y, en definitiva, el estado de diferenciacién
' celular. Los antioxidantesi serian entonces considerados como determinantes de lc;ngevidad
(Cutler, 1991).
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Entre las criticas que recibe la teoria de los radicales. como explicacién del
envejecimiento se encuentra el hecho de que en muchas ocasiones, la administracién de
antioxidantes exégenos no ha conseguido aumentar la longevidad. A este respecto se puede
afiadir que la administracién de antioxidantes no siempre significa que éstos lleguen al lugar
de generaci6n de radicales y por tanto donde se produce el dafio, ni que consigan disminuir
la concentracién de radicales. Adem4s, hoy se acepta que los antioxidantes endégenos se
encuentran bajo control homeostitico, por lo que incrementos de un antioxidante serian

compensados con descensos de otro (Cutler, 1984).

Cuando se comprobé que las dietas de restriccién calérica conseguian aumentar
la tongevidad méxima, pero no provocaban un descenso del metabolismo, se considerq
como una nueva contradiccién de la teorfa de radicales. Sin embargo, se ha constatado que
ratas sometidas a dietas de restriccién caldrica presentan en determinados 6rganos
actividades de SOD y CAT superiores a las de animales alimentados ad libitum. Cabe
seflalar a este respecto la pregunta que se hacen hoy en dia muchos investigadores sobre
si la restriccién calérica es 0 no es un buen modelo para el estudio del envejecimiento.
Quiz4 los animales restringidos sean el control y estemos estudiando el efecto de la

sobrealimentaci6n acortando la esperanza de vida.

Matizando un poco esta explicacién del envejecimiento debido al dafio que
causan los radicales, Miquel y sus colaboradores han propuesto una teorfa que atribuye el

envejecimiento a la inactivacién del genoma mitocondrial de.células diferenciadas.

El genoma mitocondrial serfa el blanco principal del ataque de los radicales més
que las biomembranas. Su sintesis tiene lugar en la membrana interna mitocondrial muy
cerca de los lugares de generacién de especies activas de oxigeno y de sus productos como
son los hidroperdéxidos y el MDA. Este hecho junto con el dato de que el genoma
mitocondrial, a diferencia del nuclear, carece de la proteccién de las histonas y de
adecuados mecanismos de reparacién le hace especialmente vulnerable. Se trata ademis
de un genoma muy comprimido y sintético que pricticamente carece de secuencias que no

codifiquen por lo que las mutaciones de éste resultarin muy peligrosas.
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El genoma mitocondrial controla la sintesis de varias proteinas hidrofébicas de
la membrana interna y es necesario para la divisién de la mitocondria, por esta razén la
mutacién o inactivacién del mtDNA impedird una replicacién normal de estos orgdnulos
y dard lugar a un descenso en la produccién de ATP. Este proceso afectars
fundamentalmente a las células diferenciadas, por su elevado consumo de oxigeno y serd
el responsable de la pérdida de capacidad para desarrollar las funciones fisiolgicas (Miquel
y Fleming, 1984; Miquel, 1991).

Fueron también Miquel y sus colaboradores los primeros en demostrar que las
células postmitéticas de los insectos acumulan lipofuscina con la edad (Miquel ez al, 1977).
La lipofuscina es uno de los biomarcadores de envejecimiento mds universalmente

aceptado. Sin embargo, su sighiﬁcado no acaba dé estar claro.

Su formacién se ha investigado mediante estudios morfolégico-citoquimicos y
bioquimicos. La lipofuscina tiene su origen en un proceso de autofagocitosis en el que estdn
implicados lisosomas. La fusién de vacuolas autofdgicas con lisosomas primarios y
secundarjos es seguida de degradacidn y digestién por parte de enzimas hidroliticas. Los
residuos sin digerir se denominan lipofuscina. Bioquimicamente se implica a bases de Schiff
conjugadas como responsables de la fluorescencia de los grénulos de lipofuscina y también
se habla de peroxidacién de lipidos y puentes cruzados entre distinto tipo de
macrobiomoléculas.

Se sabe que la acumulacién de lipofuscina est4 directamente correlacionada con
la tasa metabdlica (Sohal y Donato, 1979; Lyman et al, 1981; Papafrangos y Lyman, 1982)
y también que aumenta con la edad. Lo que no estd tan claro, pues no hay evidencias
directas in vivo, es la relacién radicales libres-lipofuscina, aunque existen algunos trabajos
que asf lo manifiestan (Thaw et al, 1984).

En resumen, muchas de las evidencias que ligan a los radicales libres con el
proceso de envejecimiento son circunstanciales. Sin embargo, tampoco existen pruebas que

contradigan su posible implicacién.
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Las evidencias disponibles que apoyan la teoria de los radicales libres como
causa fundamental del envejecimiento son de carécter circunstancial. Algunas provienen de
estudios descriptivos que comparan niveles basales de pardmietros relacionados con los
radicales, como antioxidantes o productos de peroxidacién, en distintas especies, con
diferentes longevidades maximas y tasas metabdlicas (Sohal et al, 1990¢c; Cutler, 1991).

Pero la mayor parte son el resultado de trabajos que comparan estos mismos
niveles basales en animales jévenes y viejos, observando el efecto de la edad. En este
sentido no existen patrones claros de variaciones y se han descrito aumentos, descensos y
ausencia de cambios en los niveles de antioxidantes (Barja de Quiroga et al, 1990a; Barja
de Quiroga et al, 1992). '

Sin embargo, un descenso de la capacidad antioxidante con la edad no es
necesario para validar esta teoria y s6lo supondrfa una aceleracién de la tasa de
envejecimiento, caso de ser cierto. El postulado central de ia teorfa de los radicales libres
es que las defensas antioxidantes no tienen una eficacia del 100% y la presencia continua
de bajas concentraciones de radicales en los tejidos es la causante del fenémeno de

envejecimiento en todas las edades, desde el adulto joven al animal envejecido.

Una tercera aproximacién al problema son los estudios experimentales que
analizan los efectos sobre la longevidad, de manipulaciones de antioxidantes endégenos a
lo largo del ciclo de vida del organismo. Los trabajos de este tipo son muy escasos debido
a las dificultades que plantean dada la necesidad de un elevado nGmero de animales para
elaborar las curvas de supervivencia y !a larga duracién de los experimentos. Ademis, los
pocos realizados hasta la fecha en relacién con los radicales libres han tenido como objeto
a los insectos (animales con una elevadisima respiracién basal), usando ademis,
homogenados de animal completo (Sohal et al, 1984) con los consiguientes problemas que
ésto plantea a la hora de valorar los resultados.
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Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, y en un intento de contribuir
a aclarar el posible papel de los radicales en el fenémeno de envejecimiento, acercdndonos
a los vertebrados, nos planteamos este trabajo con una doble aproximacién, descriptiva y

experimental, a largo plazo.

" La especie elegida, Rana perezi, reune una serie de requisitos que la hacen
especialmente interesante. La mayor parte de los trabajos en este campo han sido
realizados en insectos y roedores, que tienen tasas de consumo de oxigeno muy elevadas
(10-100 veces la del hombre) y una longevidad méxima bastante corta. R perezi tiene una
longevidad méxima de siete afios, que casi duplica la de los roedores de laboratorio y por
otro lado, un consumo de oxigeno de uno a dos dérdenes de magnitud inferior al de
roedores e insectos y bastante similar al de mamiferos de tamafio medio como el hombre.

Disefiamos el experimento de forma que durante los tres afios de duracién
cubriésemos todo el periodo de envejecimiento de esta especie, desde el individuo adulto

maduro de dos afios hasta los siete afios, longevidad maxima de R. perezi.

Partiendo de animales jévenes y viejos, a lo largo de estos tres afios, nos
propusimos comprobar el efecto de la edad sobre los distintos sistemas antioxidantes. Esto
nos permitirfa aclarar si estas defensas antioxidantes disminuyen o no. En segundo lugar
y como aproximacién experimental, nos propusimos inhibir una de lag principales enzimas
antioxidantes, la catalasa, para comprobar de esta forma el efecto de la manipulacién de
un antioxidante sobre la longevidad. Por estudios previos sabfamos que el tratamiento con
3-amino-1,2,4-triazol es un modelo experimental con el que se consiguen animales casi
totalmente deficientes en catalasa en todos los tejidos estudiados (Barja de Quiroga et al,

1989b; Lépez-Torres et al, 1990a) con muy buena tolerancia, al menos a medio plazo.

La medida de un elevado nGmero de antioxidantes se disefi6 para comprobar
la supuesta capacidad compensatoria entre defensas antioxidantes (Cutler, 1984), asf como
para evitar la ausencia de deteccién de cambios de algln antioxidante endégeno importante
no incluido en el estudio. Ademds, se valoraron la actividad citocromo ¢ oxidasa y el

consumo de oxigeno del animal completo como controles de capacidad aerébica méxima
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y basal, la peroxidacién tisular in vivo e in vitro (test del TBA) y los niveles de
malondialdehido "verdadero” por HPLC.

Por dltimo, el estudio se ha realizado en cuatro 6rganos cuya eleccién ha
obedecido a distintos criterios. El higado y el riiién son dos de los tejidos que muestran
mayor tasa de generacién de radicales en condiciones normales in vivo. El pulmén es el
érgano vital expuesto a tensiones de oxigeno més elevadas in vive y sufre importantes
cambios con la edad (Thibeault et al, 1990); ademds, son muy pocos los trabajos sobre este
tema en dicho 6rgano. Y en cuanto al cerebro, éste ha sido elegido anteriormente como
drgano central para poner a prueba esta teorfa por su caricter post-mitético, por los
importantes cambios que experimenta con la edad y por su papel regulador en relacién con
todo el organismo. Pero ademds, presenta otras caracterfsticas adicional_es como son su
elevado porcentaje de 4cidos grasos insaturados (muy sensibles al ataque oxidativo), la
abundancia de sistemas generadores de radicales (catabolismo de neurotransmisores,
abundancia de hierro) y sus bajos niveles de antioxidantes endégenos en comparacién con

otros érganos.
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1. DISEN RI

_En el disefio experimental de este trabajo tuvimos en cuenta dos factores
simultdneamente, la edad y el tratamiento con inhibidores de sistemas antioxidantes

enddégenos.

De los 529 animales adultos de Rana perezi capturados en la naturaleza y tras
la determinacién de la edad individual, se constituyeron dos grupos de 110 animales cada
uno: jévenes (2 aios de edad) y viejos (4 y 5 afios de edad). Ambos grupos se dividieron
a su vez en dos subgrupos de 55 animales cada uno, controles'y tratados con inhibidores

de enzimas antioxidantes. El resto de los animales fue descartado.
En estos cuatro grupos experimentales se valoraron los siguientes pardmetros:

- Peso de animales y 6rganos.

- Medida del consumo de oxfgeno del animal completo.

- Actividad citocromo c oxidasa.

- Actividades de enzimas antioxidantes: catalasa, superéxido dismutasa, glutatién
peroxidasas y glutatién reductasa.

- Concentracién de proteinas.

- Peroxidacién tisular in vivo e in vitro y MDA.

- Sistema del glutatién GSSG y GSH.

- Acido ascérbico.

Estas valoraciones se realizaron en higado, pulmones, rifiones y cerebro.
Ademds, se llevé a cabo un estudio a microscopia éptica de la glindula tiroides y a
microscopia electrénica de la corteza cerebral. Por Gitimo, se calculd la tasa de

supervivencia a lo largo de todo el periodo experimental.
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Las medidas se repitieron durante tres afios consecutivos 1989, 1990y 1991. De

este modo obtuvimos los siguientes grupos de trabajo:

1989 1990 1991
(2,5 meses) (14,5 meses) (26,5 meses)
JOVENES CONTR. (8) CONTR. (6) CONTR. (6)
(110 animales) TRAT. (8} TRAT. (6) TRAT. (6)
VIEJAS CONTR. (8) CONTR. (6) CONTR. (6)
(110 animales) TRAT. (8) TRAT. (6). - TRAT. (6)
4 MESES 33 MESES

FASE ACLIMATACION FASE EXPERIMENTAL

Entre paréntesis aparece el nGmero de animales sacrificados cada afio para las
valoraciones bioquimicas. El resto de los animales fue utilizado para elaborar las curvas de

© supervivencia.
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II. MATERIALES

1.- Productos

- - Acetonitrilo (Scharlau)

- Acido ascérbico (Merck)

- Acido clorhidrico (Merck)

- Acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (Sigma)

- Acido nitrico (Panreac)

- Acido ortofosférico (Merck)

- Acido perclérico (Merck)

- Acido sulfirico (Panreac)

- Acido 2-tiobarbitdrico (Sigma)

- Acido tricloroacético (Panreac)

- AlbGmina bovina (Sigma)

- Aminotriazol {3-amino-1,2,4-triazol) (Sigma)
- Azida sédica (Sigma) _ .

- Bromuro de miristiltrimetilamonio (Aldrich)
- Butilhidroxitolueno (Sigma)

- Carbonato sédico (Merck)

- Cianuro potisico (Merck)

- Cloruro de manganeso (Sigma)

- Cloruro sédico (Panreac)

- EDTA Na, (Sigma)

- Etanol (Panreac)

- Ferricianuro potésico (Sigma)

- Ferrocitocromo C (Sigma)

- Filtros de muestras MFS-3, didmetro de poro 0,5 pm y 0,45 pm (MFS)
- Fosfato bipotdsico (Panreac)

-  Fosfato monopot4sico (Panreac)

- Fosfato monosédico (Merck)
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Glicerol-gelatina (Merck)
Glutaraldehido

Glutatién oxidado (Sigma)

Glutatién reducido (Sigma)

Glutatién reductasa tipo I1I de levadura (Sigma)
. Hematoxilina Ehrlich (Merck)
Hidroperéxido de cumeno (Sigma)
Hidréxido potésico (Panreac)
Hidréxido sédico (Merck)

Lubrol (Sigma)

Malondialdehido (Merck)

Membrana de didlisis Servapor, didmetro de poro 6 mm (Serva)
Mercaptoetanol (Sigma)

Metanol (Scharlau)

NADH (Sigma)

NADPH (Boehringer)

N-butanol (Sigma, Merck)

Nitrégeno-R (SEQO)

Peréxido de hidrégeno (Merck)
Reactivo de Folin-Ciocalteau '(Panreac)
Sodio fosfato secundario (Scharlau)
Sulfato de cobre (Probus)

Sulfato de hierro (Panreac)

Superdxido dismutasa (Sigma)

Tartrato sédico-potdsico (Merck)

Tris (Merck)

Triton-X-100 (Sigma)

Vinilpiridina (Aldrich)
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2.- Equipo instrumental

- Agitador Vértex HEIDOLPH reax 1D

- Balanzas de precisién SAUTER 404 y SARTORIUS

- .Baifio termostatizado con agitacién GRANT INSTRUMENTS SS 30 A-13838

-  Bomba para HPL.C GILSON 305 con médulo manométrico 805

- Centrifuga refrigerada KONTRON Hermle ZK 365

- Centrifuga refrigerada SORVALL INSTRUMENTS RCSC

- Colorimetro ATOM Data-test atom 366

- Detector multigas DRAGER para CO,

- Detector UV GILSON 115 de longitud de onda variable

- Electrodo de oxigeno EIL-1521

- Espectrofotémetro MILTON ROY spectronic 1201 y 601

- Homogeneizador mecdnico WHEATON INSTRUMENTS

- Homogeneizadores tipo POBEL

- Incubador con agitacién DUBNOFF PRECISION SCIENTIFIC

- Integrador MILTON ROY CI-4100

-" Inyector para HPLC RHEODYNE (7125)

- Medidor de oxigeno EIL-1520

- Microscopio electrénico ZEISS EM 902

- - Microtomo de congelacién

- Multiagitador magnético con placa térmica SBS A-08

-  Pipetas automiticas GILSON, KARTELL y VARI

- pH/mV-metro CRISON D-501 13145

- Sonicador VIBRA CELL SONICS MATERIALS

- Termostatizador con agitacién B. BRAUN 3656 Y P SELECTA tectron
3000543

- Ultramicrotomo REICHERT-JUNG ULTRACUT E
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3.- Animales de experimentacidn

Para la realizacién de este trabajo se han utilizado individuos adultos de ambos

sexos de la especie Rana perezi (Seoane, 1885).

Esta especie pertenece a la Clase Anuros, Orden Euanuros y Familia R4nidos
de la cual se conocen especies f6siles desde el Mioceno. Se incluye dentro del conjunto
denominado como "ranas verdes" de Europa y Norte de Africa, en el que figuran entre
otras: Rana Ridibunda (Pallas, 1771), Rana esculenta (Linneo, 1758), Rana saharica
(Boulenger, 1917), Rana lessonae etc. Estas especies resuitan dificiles de distinguir, por lo
que ha habido problemas sisteméticos. Por esta razén, la Rana perezi fue considerada
durante mucho tiempo como una subespecie de Rana ridibunda. Hoy, gracias al empled de
técnicas electroforéticas e inmunol6gicas (Tunner y Uzzel, 1974; Uzzel, 1982) se ha
aceptado su validez especifica como Rana perezi, siguiendo la denominacién original de

Lépez Seoane a partir de ejemplares descritos en La Coruiia.

Los animales utilizados en este trabajo fueron capturados en Pontevedra
(Galicia) durante el verano de 1988. Desde ese momento se mantuvieron en el laboratorio,
en acuaterrarios de 16560 cm> (23x48x15 cm), con agua desclorada que se renovaba

completamente dos veces por semana.

Se controlaron la temperatura (20+2°C), el fotoperiodo (12:12), la humedad
relativa (80£5%) y la presién atmosférica (710+20 mmHg).

Los animales fueron alimentados dos veces por semana con larvas de mosca
Protophormia terranovae. Ademds, y como suplemento de esta dieta, se les suministré
alternativamente higado de pollo y un complejo vitaminico una vez al mes. La composicién

por cada 1,3 g de este complejo vitaminico mineral era la siguiente:

- Vitamina A 1500 Ul
- Vitamina D4 400 UI
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Vitamina E 30 Ul
Vitamina C 150 mg
Nicotinamida 30 mg
Vitamina B; 10 mg
Vitamina Bg 6 mg

. Vitamina B, 5 mg

Vitamina By, 12 pg
Acido pantoténico 15 mg
Acido félico 0,4 mg
Magnesio 100 mg
Hierro 18 mg
Potasio 5 mg

Iodo 0,15 mg

Zinc 15 mg

Cobre 2 mg
Molibdeno 0,2 mg
Manganeso 1 mg
Calcio 45 mg
Fésforo 35 mg.
Biotina 45 pg
Inositol 50 mg

Excipiente: lactosa, otros excipientes.

Se suministraron 35,5 mg de este complejo vitam(nico por rana, cada dos meses,

lo que supone el mantenimiento de los requerimientos minimos, no una suplementacién

vitaminica.

El peso de los animales se controlé trimestralmente durante todo el periodo

experimental.
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III. METODOS

inacidn de la ed | ronologi

. Para poner en marcha este estudio resuitaba bisico e imprescindible conocer
la edad de los individuos. De los distintos métodos indirectos que existen para la
determinaci6n de la edad, el anélisis de la estructura del hueso por esqueletocronologia nos
parecié un método seguro y apropiado para nuestros animales. Este método se basa en la
presencia de lineas de crecimiento en el hueso que pueden visualizarse en cortes
histolégicos del mismo. Las lineas de crecimiento son claramente visibles en las falanges,

por lo que para la determinacién de edad basta con amputar un dedo al animal.

Durante el verano de 1988 se capturé en Pontevedra (Galicia) un total de 529
animales adultos de R perezi, machos y hembras, y se procedié a determinar la edad
individualmente mediante esta técnica. Para ello se utiliz6 la falange terminal del tercer
dedo de la pata derecha. Las falanges se descarnaron y se utilizé 4cido nitrico al 3%
durante 75-90 minutos para descalcificar, Después de lavar durante una hora con un flujo
constante de agua para eliminar ef agerite descalcificante, las zonas centrales de las di4fisis
- se congelaron para, seguidamente, realizar cortes de 15-25 pm con un microtomo de
congelacién. Los cortes se sumergieron en agua destilada y se tifieron con hematoxilina
Ehrlich durante 45-60 minutos. Se lavaron de nuevo en agua destilada y se montaron en

glicerol-gelatina. Las preparaciones se estudiaron al microscopio 6ptico.

La edad de cada rana se establecié6 contando el nimero de lineas de
crecimiento (RL) presentes en los cortes (Smirina, 1972; Castanet, 1975) y considerando

el margen externo det hueso como una linea (Figuras 1y 2).

Ademds, para comprobar que sé6lo se deposita una linea de crecimiento por
afio, se analizaron las falanges de varios animales nada m4s llegar al laboratorio y despues
de un afo en el mismo. Durante el invierno de ese afio en el laboratorio, los animales

estuvieron en condiciones simuladas de hibernacién (10+2°C y ayuno parcial de Noviembre
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Figura 1.- Fotomicrograffa Gptica de secciones de falanges de ranas de la especie Rana
perezi de: (A) dos anos de edad, mostrando una linea de crecimiento. (B) tres afios de edad,

‘

mostrando dos lineas de crecimiento (hematoxilina Ehrlich, x 100). ’

¢
]



Figura 2.- Fotomicrografia éptica de una seccién de falange de .una rana de cinco afios de
edad de la especie Rana perezi mostrando cuatro lineas de crecimiento (hematoxilina

Ehrlich, x 200).
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a Marzo). En todos los casos se deposit6 una clara linea de crecimiento despues del aio

en cautividad.

Por otro lado, para detectar posibles casos de reabsorcién de anillos de
crecimiento, se realiz6 un estudio morfométrico en una muestra de falanges
correspondientes a los distintos grupos de edad. Los didmetros internos del periéstio fueron

siempre mis pequeiios que los didmetros externos de los individuos m4s jévenes, lo cual

indicaba que no existfa reabsorcién (Patén et al, 1991).

El aminotriazol (3-amino-1,2,4-triazol) ha sido utilizado en este trabajo para
conseguir animales esencialmente desprovistos de actividad catalasa (CAT). Este compuesto
es capaz de inhibir la actividad catalasa debido a que forma un complejo inactivo con la
enzima en presencia de H,0, (Allen et al, 1983; Yusa et al, 1987). Esta inhibicién es
totalmente irreversible. ,

En un principio y para conseguir inhibir la actividad superdéxido dismutasa
(SOD) utilizamos dietilditiocarbamato (DDC), un quelante de cobre, capaz de producir una
marcada inhibicién de la actividad SOD in vivo e in vitro (Heikkila et al, 1976; Heikkila y
Cohen, 1977; Sohal et al, 1984).

Los dos grupos de animales tratados, j6venes y viejos, recibieron cada dos
semanas una inyecci6n intraperitoneal de una solucién de AT y DDC en salino fisiol6gico.
Las dosis utilizadas fueron 1 mg/g de peso del animal en el caso del AT y 0,02 mg/g en el
del DDC. El volumen total inyectado fue de 0,02 ml/g de peso del animal.

Nuestro equipo ya habfa utilizado el AT en trabajos anteriores con esta misma
especie animal (Figura 3), por lo que las dosis estaban bastante establecidas (Lépez Torres,
1988; Barja de Quiroga et al, 1989b; Lopez-Torres et al, 1990a). A pesar de ello, en
experimentos previos comprobamos que estas dosis de AT y DDC eran capaces de producir
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Figura 3.- Representacion grdfica de la inhibicidn de la actividad catalasa especifica

hepatica y renal en funcién del tiempo en animaies adultos de Rana perezi.
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una inhibicién que variaba desde méds det 90% en el higado, al 85% en el pulmén y 75%
en el cerebro en el caso de la actividad catalasa, e inhibiciones del 79% en el cerebro, 45%
en el higado y 32% en el pulmén en el caso de la SOD, una semana después de la
inyeccién. Dicha dosis de DDC no tenfa efectos letales a medio o corto plazo mientras que
al aumentarla se manifestaban estos efectos, produciéndose un descenso progresivo del
LTy,

DDC (mg/g) LTs
1 24 h
0,25 60 h
0,1 43 dfas
0,02 .

Sin embargo, el tratamiento a largo plazo con DDC no resulté eficaz. Se
producian recuperaciones de la actividad SOD, por lo que tras 2,5 meses de tratamiento

experime:ital se eliminé este compuesto del volumen inyectado.
3.- Medida del consumo de oxigeno

Las medidas de consumo de oxigeno se llevaron a cabo en una cimara
termostatizada lo que permiti6 un control de la temperatura a lo largo del experimento.
Ademds, se realizaron manteniendo el fotoperiodo al que estaban aclimatados los animales

¥y a las mismas horas del dfa para evitar posibles efectos debidos a los ritmos circadianos.

El consumo de oxfgeno del animal completo (VO,) se midié a 25°C en
respirémetros de 4,85 |, especialmente disefiados para ello y que contenian 50 ml de agua
desclorada en la base. Cinco animales en condiciones postabsortivas fueron colocados en
la parte inferior del respirémetro para cada serie de medidas. El espacio era suficiente para
evitar estresar a los animales, eliminando al mismo tiempo la posibilidad de que realizasen
ejercicio. Las medidas representan, por tanto, la tasa metabélica de rutina del animal. En
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la parte superior del respirémetro se colocd el electrodo de oxigeno conectado al medidor
externo y 50 ml de KOH al 10%, utilizado para absorber el CO, que se produce en el
interior del respirémetro durante las medidas debido al metabolismo de los animales. Los
niveles de CO, fueron siempre controlados con un detector multigas Driger. Para cada
serie de medidas se renovaba tanto el KOH como el agua desclorada. En la parte superior
del respirémetro se situé también un compresor encargado de recircular el aire dentro del
mismo, con un flujo de tres litros por minuto, para conseguir una homogeneidad en la

composicién de los dos compartimentos, superior € inferior.

Las medidas se iniciaron después de que los animales se habituaran al
respirémetro durante la noche. El consumo de oxigeno se midi6 durante 8 horas y 1a pO,
fue registrada cada dos horas. Las medidas se realizaron dentro de un rango en el que el
consumo no es dependiente de la pO,. Las variaciones de tensién dentro del respirémetro
durante todas las medidas fueron: pO, minima = 109+8 mmHg y pO, media = 114,67
mmHg siendo 139,9 mmHg la pO, media del laboratorio durante las medidas. El VO, se
estimé a partir de la cafda de pO, (entre normoxia y 100 mmHg) durante el periodo de
medida.

El VOZ se obtuvo mediante las siguientes expresiones:

0 21 FPiPuayo

160 T, 760

Vol.O, inicial (STP)='V., .

[0 2713 FiPvmyo
100 " 7T, ° 760

[}

Vol.O, final (STP)= V.

V, = volumen de aire en ml
[O5);yfen %
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Pyizo = presin de vapor de agua

T; y P; = temperatura y presién del laboratorio en el momento del cierre de la cdmara

(VO, inicial - VO, final)x1000
g

V02 =

g = peso del animal en gramos

h = tiempo que duré la medida en horas

Los valores se expresaron en pl O,/gh.

4.- Medidas enzimsticas
A, Preparacidn de muestras

Cada aio, se sacrificaron animales a lo largo de un periodo de unos tres meses,
en grupos de dos cada semana. Los animales, después de ser pesados, se sacrificaron por
desmedulacién con un alfiler de cabeza gruesa y a continuacién se extrajeron higado,
pulmones y cerebro que fueron utilizados inmediatamente. Tras las medidas del primer afio
y debido a los resultados que obtuvimos, nos parecid conveniente ampliar el estudio a otro
6rgano, el riién. Por ello, el segundo y tercer afio-se extrajeron también los rifiones, que
fueron congelados hasta el momento de su valoracién. Se separaron distintas porciones de
cada 6rgano, que posteriormente serfan utilizadas para los distintos tipos de medidas y

valoraciones.

Los érganos fueron pesados en una balanza de precisién y seguidamente se
procedié a su homogeneizacién. Esta se llev6 a cabo, en el caso de las medidas enzim4ticas
y el andlisis de peroxidacidn tisular, en una solucién tampdn fosfato 50 mM, pH 7.4
empledndose 1 ml de tampén por cada 50 mg de tejido, excepto en el caso del cerebro, en
el que se utilizé 1 ml por cada 25 mg de tejido. La homogeneizacién se realiz6 en
homogeneizadores de vidrio tipo Pobel (teflén-vidrio) con un homogeneizador automético

Wheaton (3 movimientos a 1.000 rpm) en frfo. Los homogenados resultantes fueron
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sonicados también en frio con un sonicador Vibra-Cell a una potencia de salida de 38
watios (3 periodos de sonicacién de 10 s separados por dos intervalos de 20 s).
Seguidamente fueron centrifugados a 3.200 g durante 20 minutos a 5°C. Finalizada la
centrifugacién, se separaron los sobrenadantes, que fueron utilizados inmediatamente para

los ensayos enzimdticos, manteniendose siempre a 5°C.

Para la medida de la actividad catalasa y citocromo ¢ oxidasa se afiadieron a
las alicuotas correspondientes Triton-X-100 y lubrol, ambos a una concentracién final del

1%. Después de 30 minutos de espera se realizé la medida espectrofotométrica.

Ademds, del homogenado original se separ6 otra alicuota que fue dializada
durante la noche frente a tampén fosfato 50 mM, pH 7,4 (300 mi) y que se usé para la
medida de las actividades superéxido dismutasa y glutatién reductasa, medidas que se

llevaron a cabo al dia siguiente.
B. Medida de la actividad catalasa

La medida de la actividad catalasa se realiz6 por el método de Beers y Sizer
(1952) descrito por Liick (1965). Este método utiliza el descenso de absorbancia por unidad
de tiempo durante la descomposicién (catalizada por la enzima) del H,O,. La 1 utilizada
fue 240 nm.

Los ensayos se realizaron en microcubetas de cuarzo, en un espectrofotémetro -

con un paso de luz de 1 cm. Cada cubeta contenia, en un volumen final de 0,7 mk:

- 0,67 ml de una solucién 14 mM de peréxido de hidrégeno en tampdn
fosfato 50 mM, pH 7.4. .
- 30 pl de muestra que se afiadian en el dltimo momento para iniciar la

reaccion.

Los blancos utilizados contenfan 0,67 ml de tampén fosfato 50 mM, pH 7,4y

30 ul de muestra.
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Las medidas de la actividad catalasa se realizaron dentro del minuto siguiente
al momento de afiadir la muestra, en el caso de higado, pulmones y rifiones de los dos
grupos control, y durante los tres primeros minutos en el caso de los animales tratados y

el cerebro de los controles, donde adem4s dejabamos 10 segundos de retraso inicial.

. Los ensayos se efectuaron a 25°C con un espectrofotémetro termostatizado. Es
necesario un control estricto de la temperatura a la que se lleva a cabo el ensayo, pues, a
diferencia de la catalasa de mamiferos, la CAT de R perezi presenta valores de Q
moderadamente altos entre 10°C y 30°C (Barja de Quiroga et al 1984). Adem4s, esta
enzima fue una de las primeras en ser analizada cada dfa de medida ya que su actividad
disminuye considerablemente a lo largo del tiempo, a diferencia del resto de enzimas

valoradas, que son bastante estables.

La actividad total de la enzima se expresé en unidades internacionales (IU) por
mg de tejido (pmoles de sustrato/min.mg tejido); su cdlculo se realizé a partir de la
expresién:

ADO/min.V,.F.1,1
43,6x107°.V,, x

ACT. TOTAL (wnoles HyO,/min.mg.tej)

siendo: )
- ADO/minf incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado
- F: factor de dilucién de la muestra
- V. volumen total en cubeta (0,7 ml)
- e coeficiente de extincién molar (43,6 x 103 pMLlem?
-V, volumen de muestra (30 pl)
- x: mg de tejido por cada ml de tampén fosfato empleado en la
homogeneizacién (25-50 mg)

Por cada ml de tampdén fosfato se afiadieron 0,1 ml de Triton-x-100. Por este

motivo se introdujo en la expresién anterior el factor 1,1.
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Para el cilculo de la actividad especifica de la catalasa se determind la cantidad

de proteina en las muestras por el método de Lowry et al (1951).
C. Medida de las actividades glutatién peroxidasas

La glutatién peroxidasa (GPx) es capaz de catalizar la reaccién entre un
hidroper6xido (ROOH) y el glutatién reducido.

ROOH 2 GSH ' NADP*
GPx GR
ROH ' GSSG NADPH

La enzima es especifica para el glutatién, pero no sucede lo mismo respecto al

peréxido, pudiendo descomponer sustancias como H,0, o hidroperéxidos orgdnicos.

Existen dos formas de la enzima. La primera es dependiente de selenio y tiene
actividad frente a peréxido de hidrégeno e hidroperéxidos orgénicos. La segunda, no

selenio dependiente, s6lo present_a actividad frente a los peréxidos orginicos.

" Las actividades de la glutatldn peromdasa, usando cumeno-OOH y H202 como ,‘
. Sustratos, se n'udxeron por los métodos acoplados dé Lawrence y Burk (1976) y Pagha y
Valentine (1967) respectwamente El prlmero mide los dos tipos de actividad GPx, mientras

_que el segundo mide solamente actividad GPx dependiente de selenio.

Las actividades se estimaron por el descenso de absorbancia a 340 nm debido
a la oxidacién del NADPH durante cuatro minutos desde €l momento de iniciarse la
reaccién y después de un minuto de retraso inicial. Las mezclas de reaccién se
preincubaron durante 4 minutos sin sustrato antes de iniciar Ia reaccién. Los ensayos se
realizaron a 25°C en microcubetas de cuarzo y el paso de luz fue de 1 cm. Cada cubeta

contenfa en un volmen final de 0,7 ml los siguientes reactivos:
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- 0,65 ml de tampén fosfato 50 mM, pH 7,4 conteniendo azida sédica 4
mM, EDTA 1mM, glutatién reducido (GSH) 4 mM, NADPH 0,2 mM y
una unidad de glutatién reductasa por ml.

- 25 pl de muestra.

- 25 pl de cumeno-OOH 0,71 mM o H,0, 0,071 mM como sustratos.

Los blancos se prepararon con 0,675 ml de tampén fosfato 50 mM, pH 74 y
25 pl de muestra.

La solucién de tampén fosfato fue previamente burbujeada con N, para
elimirar el O, disuelto. Es conveniente tomar esta precauci6n para evitar la autooxidacién
del GSH durante las medidas.

Las concentraciones de cumeno-OOH, H,0,, GSH asf como el pH apropiado,
fueron el resultado de experimentos previos realizados en nuestro laboratorio a fin de
encontrar las condiciones Sptimas para medir la actividad GPx en R perezi (L6pez-Torres
et al, 1988).

Cada dia de medida se realizaron ensayos de la reaccién no catalizada en
ausencia de muestra de tejido. En estos casos, en lugar de afiadir 25 pl de muestra, se
afiadian 25 pl del tampén fosfato en el que se habfa realizado la homogeneizacién del
tejido. Como blancos, en este caso, se utilizaron 0,7 ml de tampdén de homogeneizacién.
Este.procedimiento es necesario debido a la presencia de reaccién espontdnea entre el
ROOH o el HyO, y el GSH en ausencia de enzima. Los valores de actividad GPx finales
se calcularon a partir de la diferencia entre el ADO de la reacci6n catalizada, y el ADO de
[a reaccién no catalizada. Los resultados se extaresaron como nmoles de NADPH oxidados
por minuto por mg de tejido {actividad total), o por mg de proteina (actividad especifica),
utilizando para su cdlculo la expresién:

ADQO/min.F.V,

ACT.TOTAL (nmoles NADPH/min. mg tej.) =
622.1073.V,,
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siendo:
- ADO/min: incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado.
- F: factor de dilucién de la muestra
-V, volumen total en cubeta (0,7 mi)
- & coeficiente de extincién molar (6,22 x 103 nMlcml)
- -V, volumen de muestra (25 pl)
- x: mg de tejido por cada ml de tampén fosfato empleado en la

homogeneizacién (25-50 mg)

La concentracién de proteinas en las muestras se determiné por el método de

Lowry et al. (1951), y de esta forma los resultados se expresaron como actividad especifica.
D. Medida de la actividad glutatién reductasa

Para el anilisis de esta enzima utilizamos tampén fosfato.50 mM, pH 7,4
conteniendo EDTA 6,3 mM, NADPH 6 mM y GSSG 80 mM. Todos los sustratos de la

reaccién estaban en concentraciones saturantes para la enzima de R perezi.

La actividad glutatién reductasa se midi6 siguiendo la oxidacién del NADPH
a 340 nm en presencia de glutatién oxidado (GSSG) 4 mM y NADPH 0,3 mM en tampén
fosfato 50 mM, pH 7,4 conteniendo EDTA 6,3 mM (Massey y Williams, 1965) durante 4
minutos y después de 30 segundos de retraso inicial. Los ensayos se realizaron a 25°C.
Como siempre, utilizamos microcubetas de cuarzo y un paso de luz de 1 cm. Cada cubeta
contenfa en un volumen final de 0,7 ml: '

- 0,58 ml de tampén fosfato con EDTA.
- 50 ul de muestra.

- 35 ul de GSSG.

- 35 ul de NADPH.

Debido a que existe una oxidacién espontdnea en ausencia de enzima, se

corrigié [a actividad glutatién reductasa del siguiente modo: cada dia se sustituyeron los 50
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#l de muestra por tampdn fosfato. Los valores finales de actividad GR se calcularon a
partir de la diferencia entre el ADO de la reaccién catalizada y el de la no catalizada. Para
el cdlculo de la actividad se utiliz6 la siguiente expresién:

ADO/min.V,.F
6,22x1075.V,, x

ACT.TOTAL (nmoles NADPH [/min.mgtej.) =

siendo:
- ADO/min: incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado
-V} volumen total en cubeta (0,7 ml)
- F: factor de dilucién de la muestra
- e coeficiente de extincién molar (6,22 x 10-3 nM"L.cm™)
-V, volumen de muestra (50 pl)
- x: mg de tejido por cada ml de tampdén fosfato empleado en la
homogeneizacién

Después de la determinacién de protefnas se expresaron los resultados como
actividad especffica.

E. Medida de la actividad supertixido dismutasa

La mayorfa de los métodos que se utilizan en la actualidad para la medida de
actividad superéxido dismutasa en muestras biolégicas son indirectos (Spitz y Oberley,
1989). Estos métodos indirectos se basan en la capacidad de la SOD para inhibir una
reaccién mediada por el radical superéxido. La intensidad con la que la SOD reduce la tasa
de esta reaccién se toma como medida de la actividad enzimadtica.

Nosotros hemos utilizado el método de Paoletti et al. (1986). Es un método
espectrofotométrico basado en Ia inhibicién de la oxidacién det NADH debida al radical
superdxido. Se trata de una secuencia de reacciones puramente quimica que conduce a la
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oxidacién de este NADH y que implica el uso de EDTA, Mn (IT), mercaptoetanol y oxfgeno
molecular (Paoletti et al, 1990). Este método presenta, respecto a otros andlogos, las
ventajas de su mayor sensibilidad, la ausencia de interferencias (por ejemplo la interferencia
de la actividad NADH oxidasa espontdnea resulta irrelevante) y la capacidad de la enzima
para lograr un 100% de inhibicién de la reaccién control, lo que no se consigue con otros
métodos, porque parte de la reaccién es no dependiente de superéxido. Ademds presenta
una buena linearidad con homogenados. Su mayor desventaja consiste en el tiempo minimo

a emplear en cada ensayo.

Tras dializar las muestras como se describe en el apartado 4.A., es necesario
eliminar la hemoglobina presente, ya que ésta interfiere en la reaccién; se precipit6 con
cloroformo:etanol (muestra/cloroformo/etanol, 1:0,33:0,18 v/v). Después de agitar, se
centrifugé a 1.200 g durante 10 minutos. Tras recoger los sobrenadantes se aiiadié Triton-
X-100 al 1% y después de media hora se realizd la medida espectrofotométrica a 25°C.

La actividad SOD se midi6é en presencia y ausencia de muestra (reaccién
control) siguiendo la tasa de oxidacién del NADH en presencia de EDTA 5 mM, MnCl,
2,5 mM,. NADH 0,27 mM y mercaptoetanol 0,56 mM en tampén fosfato 50 mM, pH 7,4.
Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que inhibe al 509% la tasa
de oxidacién del NADH y corresponde a 40 ng de SOD pura . Al hervir fos sobrenadantes
durante 15 minutos la actividad SOD desaparecid por completo.

Después de 5 minutos de incubacién, se realizaron las medidas durante 4
minutos en microcubetas de cuarzo que contenfan: :

- 0,57 mi de tampén fosfato 50 mM , pH 7,4 previamente aireado.

- 26 pl de NADH.

- 35 pl de ClMn.

- 40 pl de muestra o tampén fosfato en el caso de la reaccién control.

- 40 pl de mercaptoetanol.
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Cada dia de medida se realizaban varias reacciones control (en ausencia de

muestra), Estos se hicieron segin )a siguiente expresitn:

((VO/Vl)-l).V,.F. 1,1.1,5
Vm X

USOD[mg tej.=

siendo:

-V incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado de la
reaccién control

- V;: incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado de la
reaccién con muestra

-V, volumen total en cubeta

- F: factor de dilucién de la muestra

- Vi volumen de muestra (40 pl)

- x: mg de tejido por cada ml de tampén fosfato empleado en la

homogeneizacién

Por cada ml de homogenado se aftadieron 0,1 ml de Triton-x-100. Por este
motivo se introdujo en la expresién anterior el factor 1,1 y por la precipitacién de

hemoglobina con cloroformo y etanol es necesario afiadir el factor 1,5.

Despues de la determinacién de protefnas los resultados se expresaron como
actividad especifica.

F. Medida de la actividad citocromo ¢ oxidasa

La actividad citocromo ¢ oxidasa fue medida en alicuotas de sobrenadante, a
las que se afiadié lubrol al 1%, segtin el método de Smith (1955). El citocromo ¢ comercial
0,81 mM disuelto en tampén fosfato S0 mM, pH 7,4 fue reducido con ascorbato at 0,5%.
El ascorbato se eliminé de la solucién de citocromo mediante didlisis frente a tampdn

fosfato (con dos cambios de tampén y en un volumen de unos 300 ml) durante la noche.
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Antes de realizar las medidas se comprobaba el porcentaje de reduccién del citocromo c,
midiendo el cociente de absorbancia a 550/565 nm. Se obtuvieron siempre valores
superiores a 9, lo que indicaba que esta reduccién era completa (valores superiores a 6

indican una reduccién del citocromo c del 90%).

.La tasa de oxidacién del citocromo ¢ reducido (56 pm) se sigui6é a 550 nm
utilizdndose citocromo c oxidado por ferricianuro potdsico 0,9 mM como blanco. La medida
se realizé en microcubetas de cuarzo durante medio minuto, registrdndose los valores de
absorbancia cada 6 segundos. La temperatura a la que se realizaron las medidas fue de
259C. Los cdlculos se hicieron segun la expresién: '

ADO/min.F.V, .

ACT.TOTAL (umolescit.c ox./min.mg tej.) = RS —
Tm

siendo:
'« ADO/min: incremento de absorbanc:a en el intervalo consxderado
- F: factor de dilucién de la muestra
-V, volumen total en cubeta
- e coeficiente de extincién molar (18,5 M 1leml)
-V, volumen de muestra
- x: mg de tejido por cada ml de tampén fosfato empleado en la
homogeneizacién -

5.- Valoracién de proteinas

Para la valoracién de protefnas se ha seguido la técnica colorimétrica descrita
por Lowry et al, (1951). La intensidad de color es directamente proporcional a la
concentracién de proteina. La formacién de color se debe al reactivo de Folin
(Fosfomolibdotingstico), que es especifico e interacciona con los grupos fendlicos de la

tirosina, amino4cido que se encuentra a intervalos regulares en muchas protefnas. Da lugar
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asf a la formacién de compuestos hemiquinénicos coloreados (tonalidad azul). Previamente
las proteinas se desnaturalizan de forma que todos los restos de tirosina quedan expuestos
al medio acuoso. Para ello es necesaria la presencia de iones cobre que se unen a las
proteinas formando un complejo Cu-proteina que deja accesibles las tirosinas al reactivo
de Folin. Este complejo reduce al reactivo de Folin dando un compuesto coloreado, siendo

méxima la produccién de color a pH 10.
Para ello se utilizaron como reactivos:

- reactivo A: NaC03 al 2% en NaOH 0,1 N
- reactivo B: CuSO4.4H,0 al 1%
- reactivo C: C;H,KNaO¢.4H,0 (tartrato Na-K) al 2%

Se tomaron 0,05 ml de muestra, afiadiéndose agua destilada hasta completar
1 ml. En el caso de los blancos se utilizé 1 m de agua destilada.

Se mezclaron 100 partes del reactivo A, 1 parte del reactivo B y 1 parte del C.
De esta mezcla se afiadieron 5 ml por tubo y se mantuvieron incubando durante 15 minutos
a 30°C con agitacién. A continuacién se preparé reactivo Folin-Ciocalteau al 50%
afiadiéndose 0,5 ml por tubo. En este caso, el tiempo de incubacién a 30°C con agitacién
fue de 30 minutos. Por Gltimo se hizo la lectura colorimétrica a 546 nm.

Para la construccién de la curva de calibrado se preparé una solucién patrén
con una concentracién de 8 mg/ml de albimina bovina en agua destilada, y a partir de ésta
las distintas diluciones. El rango de concentraciones fue de 0,4 mg album./0,05 ml hasta
0,038 mg album./0,05 mL

Esto dio lugar a la siguienta recta de regresién:

mg prot./mg tej. = ngi .20 . .—11:'
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siendo:

a = 0,048265
b = 1,172546

con un coeficiente de regresién r = 0,992

x = mg de tejido por cada ml de tampén empleado en la homogeneizacién

6.- Anjlisis de la pergxidacitn tisular in vivo ¢ in vifro (sustancias TBA positivas)

A. Preparacién de muestras

La preparacién de los homogenados y la centrifugacién se realizé como se
describe en el apartado 4.A.

B. Peroxidacidn tisular in vivo, Método del scido tiobarbitirico.

La concentracién de productos de peroxidacién tisular se midié por el ensayo
del TBA (4cido tiobarbitirico) segin Uchiyama y Mihara (1978) con algunas

modificaciones.

Adem4s de la peroxidacién de lipidos poliinsaturados, el ataque oxidativo de
los radicales libres y especies derivadas del O, sobre hidratos de carbono, proteinasy DNA
también lleva a la formacién de sustancias TBA positivas (Kappus, 1985; Sevanian y .
Hochstein, 1985). Por ello en nuestros resultados se describen como productos de

peroxidacién tisular en lugar de peroxidacién lipidica.

Una vez obtenidos los homogenados se llevé a cabo el ensayo del TBA. Para

ello 140 pl de cada muestra se mezclaron con:

- 1 mt de 4cido fosférico.
- 33 pl de BHT (butilhidroxitolueno) al 0,01% en alcohol etilico.
- 0,3 m! de TBA (4cido tiobarbit(rico) al 0,6%.
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Los blancos se prepararon con 140 pl de fosfato potésico en lugar de muestra.

La adicién de BHT es necesaria para evitar sobreestimaciones del grado de
peroxidacién tisular, ya que el BHT en la mezcla impide que se produzca una peroxidacién
adicional de la muestra durante la fase de calentamiento de este método, lo cual provocaria
valores de TBA artificialmente altos (Pikul er al., 1983). Trabajos realizados en nuestro
laboratorio en tejidos de R perezi (Gil y Barja de Quiroga, 1988) han demostrado que 10

pg de BHT en la mezcla de reaccién son suficientes para cumplir este objetivo.

Tras hervir las muestras durante 4 minutos y dejar que se enfriaran en un bafio
de hielo, se llevé a cabo una extraccién con n-butanol, afadiéndose 1,4 ml de éste por tubo.
Después de agitar con fuerza y centrifugar a 1.700 g durante 15 minutos y a 5°C se recogi6
la fase orgdnica y se midié la absorbancia a2 535 nm. '

Para construir la curva patrén se preparé una solucién madre de 200 nmoles/ml
de MDA y a partir de ésta, 8 soluciones de distinta concentracién de MDA. El rango de

concentraciones de la curva patrén fue de 9,88 nmoles/tubo hasta 0,077 nmoles/tubo.

Para el célculo de la peroxidacidn tisular en las muestras, se utiliz6 la siguiente

DOsssa| mi fosfato 1 1000
== g lgjido  V,,

férmula:

nmoles MDA /g tej. =

siendo:
a = 0,0232966
b = 0,1068536
con un coeficiente de regresién r = 0,996

V,: volumen de muestra (0,14 ml)
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hora de incubacién en presencia de la vinilpiridina a temperatura ambiente se procedié a
la medida del GSSG.

Tanto el glutatién total como el oxidado se analizaron por el método de Tietze
(1969). Se trata de un procedimiento de reciclado enzimdtico en el que el glutatién es
secuencialmente oxidado por el reactivo de Ellman (DTNB) y reducido por NADPH en
presencia de glutatién reductasa. El DTNB es un croméforo cuya forma reducida absorbe
a 412 nm y por tanto el andlisis se realizé siguiendo el cambio en absorbancia a 412 nm en
presencia de 5,5'-ditiobis-2-4cido nitrobenzoico 0,6 mM, NADPH 0,21 mM y 0,5 U de GR
por ml en tampén fosfato 50 mM, pH 7,4 conteniendo EDTA 6,3 mM. Los valores de GSH
total y oxidado se corrigieron restando la reaccién espontinea en ausencia de muestra y se
expresaron en pM de equivalentes de GSH por g de tejido. El ensayo se llevé a cabo a
25°C. a

Para los c4lculos se utilizé una curva patrén obtenida al realizar la reaccién en
presencia de distintas concentraciones de GSH comercial. La curva patrén se construyé_ a
partir de una solucién madre de GSH comercial (16 mg de GSH/250 ml de TCA al 5%-
HCl 0.01N). El rango de concentraciones fue de 14-448 ng de GSH/cubeta. La expresién
que'final'mente empleamos para los calculos fue la siguiente:

L, (a+b.y).F.1000/x

umoles GSH/g tej.
V,,.105.0:36733

siendo:
a = 9,7365169
b = 1500,06938

con un coeficiente de regresién r = 0,999
y: ADO/min

F: factor de dilucién de la muestra
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x: mg de tejido por cada ml de tamp6n

V,: volumen de muestra (0,07 ml)

8.- Valoracién de dcido ascérbico por HPLC

"Para la determinacién de 4cido ascérbico en muestras biolégicas se han
utilizado diversos métodos colorimétricos y electroanaliticos. Sin embargo, muchos de ellos
son pesados y largos y ademds tienen el inconveniente de que se producen interferencias
con otras sustancias presentes en las muestras. Se han observado también interferencias

cruzadas entre el 4cido trico y el ascérbico usando estos métodos.

Para solucionar todas estas limitaciones hemos utilizado técnicas de HPLC. La
cromatografia liquida de alta resolucién presenta la ventaja de combinar una gran
sensibilidad y selectividad sin interferencias de otras sustancias endégenas. Por otro lado,
nos encontridbamos con el problema de la limitacién de volumen de muestra, por lo que
resultaba imposible utilizar algunos de los métodos ya existentes en la literatura, en los que
la muestra era sometida a un pretratamiento que, ademds de alargar el proceso, requeria

grandes cantidades de muestra.

Nuestro método (Barja de Quiroga et al, 1991) permite el andlisis eficaz de
este compuesto mediante el empleo de cromatografia de par i6nico en fase reversa con
deteccién UV (Figura 4).

A. Preparacion de muestras

Las muestras, tras el sacrificio de los animales, fueron congeladas a -20°C hasta
el momento de su utilizacién. Despues de ser descongeladas se homogeneizaron, en frio,
en 4cido perclérico S0 mM en homogeneizadores de vidrio tipo Pobel, utilizindose 200 mg
de tejido por ml de 4cido percidrico. Los homogenados se centrifugaron a 3.000 g durante
10 minutos a 5°C y se filtraron los sobrenadantes (con filtros de membrana con didmetro
de poro de 0,5 pm). Seguidamente fueron inyectados directamente en la columna 20 pl de

muestra.
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Figura 4.- Separacion cromatogrdfica (HPLC) de dcido ascdrbico en higado de animales

adultos de Rana perezi.
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El cilculo de la concentracién de 4cido ascérbico se llevd a cabo por relacién

al 4rea de la solucién estdndar mediante la siguiente expresién:

drea muestra

1
- 5.
drea estdndar «x

umoles a.ascérbicofg =

siendo:

- s: concentracién del estdndar (0,4 pmoles/ml)

- x: g de tejido por cada ml de dcido empleado en la ﬁomogeneizacién
B. Soluciones estindar

Las soluciones est4ndar se prepararon cada dia justo antes de inyectarlas
(ascorbato 0,4 mM) ya que incluso en medio 4cido se produce algo de degradacién del
dcido ascérbico. Esta degradacién no tiene lugar en el caso de las muestras, que son

estables durante horas a 5°C y en oscuridad.

C. Condiciones cromatogrificas

La cromatograffa fue de par idnico en fase reversa y se llevé a cabo
isocriticamente utilizando una bomba Gilson 305 con un mdédulo manométrico 805, un
inyector Rheodyne (7125) con un puerto de inyeccién de 20 ul y una columna Mecherey-
Nagel (nucleosil) de 7 pm y 100 A de didmetro de poro (4,6x100 mm). La fase mévil fue
acetonitrilo/agua (12,5/87,5; v/v) y contenfa fosfato disédico 4,3 mM y bromuro de
miristiltrimetilamonio 1,07 mM como contraién. El pH se ajust6 a 5,5 con 4cido fosférico.
El flujo fue de 0,75 ml/min y la presién de unos 26 bares. La separacién cromatogrifica se
llevé a cabo a 25+2°C. La absorbancia se registré a 280 nm con un detector UV Gilson 115
de A variable (sensibilidad 0,02) y se utilizé un integrador Milton-Roy CI-4100.
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9.- Valoracién de MDA por técnicas de HPLC

A. Condiciones cromatogrificas

Para la determinacién del malondialdehido se utilizaron también técnicas de
HPLC de par i6nico en fase reversa con el mismo tipo de columna empleada en el
apartado anterior. Concretamente, el método elegido es una modificacién del descrito por
Bull y Marnett (1985).

La separaci6én cromatogréfica se realizé utilizando una fase mévil que contiene
un contraién que permite contrarrestar la carga del malondialdehido. Esto evita tener que
utilizar una columna especial de intercambio iénico, pudiendo realizar la separacién en
columnas C, g de fase reversa de uso comdn, dtiles también para la separacién de sustancias
apolares y de bajo costo. La separacién es isocritica, lo que permite el uso de una sola
bomba impulsora de flujo. En este caso el flujo utilizado fue de 0,5 ml/min y la presién en
columna de unos 19 bares. La fase mévil fue acetonitrilo/agua (25/75; v/v) conteniendo
fosfato disédico 10 mM y bromuro de miristiltrimetilamonio 2,5 mM como contraién. El
pH se ajust6 a 7,4 con 4cido fosférico o sosa. La separaci6n se llevé a cabo también a
25+2°C y la deteccién se realizé mediante la absorcién del MDA a 267 nm usando un
detector UV (Figura 5).

B. Soluciones estindar

Para la solucién estdndar era necesario preparar una solucién madre de
malondialdehido bis (dimetilacetal), MDA 10 mM el dia anterior o al menos unas horas
antes de la medida. Esta se preparaba por hidrélisis 4cida segdn describen Esterbauer et
al. (1984) utilizando MDA comercial en H,SO al 1%. Después de dos horas a temperatura
ambiente, la solucién se guardaba en la nevera y se utilizaba en el momento de la medida.
Partiendo de est4 solucién madre y diluyendo con Tris y acetonitrilo (1:3:4) se obten{a una
~ solucién de MDA 5 pM que era inyectada directamente en la columna.
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Figura 5.- Separacién cromatogrifica de MDA (maleondialdehido) en higado de animales
adultos de Rana perezi.
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C. Preparacién de muestras

En cuanto a [a preparacién de las muestras que se encontraban congeladas a -
20°C desde que los animales fueron sacrificados, se homogeneizaron en tampdn Tris 30
mM y pH 7,4 ajustado con HCI, empledndose 200 mg de tejido por ml. Al homogenado se
le afiadi6 acetonitrilo (1/1; v/v) y, una vez tapados y tras agitar fuertemente durante 30
segundos, se centrifugé a 3.000 g durante 10 minutos y a 5°C. Los sobrenadantes fueron
filtrados con filtros de membrana con un didmetro de poro de 0,45 pm (acetato de

celulosa) y seguidamente inyectados en la columna.

El célculo de la concentracién tisular de malondialdehido (MDA) se realizé por

relacién con el area de la solucién estdndar de MDA con la siguiente expresi6n:

drea muestra 5.2 l

nmoles MDAJg = —————_.5.2.
drea estdrdar x

- s: concentraci6n del estdndar (5 nmoles/ml)
- x: g de tejido por cada ml de tampdn empleado en la homogeneizacién

10.- ni i

Se realizé un estudio a microscopfa éptica de la glindula tiroides para
comprobar que el tratamiento no habia dado lugar a alteraciones histolégicas. Tras la
extraccién de los tiroides, éstos se sometieron a las siguientes etapas:

A. Fijacién

Se llevé a cabo la fijacién del tejido en formol al 10% a pH 7,4; neutralizado

con NaOH, isotonizado previamente con CiNa.
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B. Inclusién
La inclusién se realizé en parafina de 58°-60° de pureza.
C. Cortes

Se utiliz6 un microtomo para microscopia éptica y se realizaron cortes seriados

de 7 pm.
D. Tincién
La tincién se hizo con hematoxilina de Groat-Eosina.

Se realizaron cortes tanto transversales como longitudinales. La receta de

parafinado y de tincién fue la usual en estos casos.

-
=
-

11.- nicas de mi

Se estudiaron muestras oﬁtenidas a bartir de la corteza cerebral del telencéfalo.

La microscopfa electrénica se realizé en tres fases:
- Fijacién con glutaraldehido y post fijacién con 4cido ésmico.
- Inclusién en araldita.
- Preparacién y observacién de rejillas,

A. Fijacién

Para la fijacién de los tejidos se utiliz6 fosfato monosddico al 2,26% (solucién
A), sosa al 2,52% (solucién B) y glutaraldehido al 25% de la siguiente forma:

- 415 ml de PO,H,Na al 2,26%
- 85 ml de NaOH al 2,52%



Materiales y Métodos 114

El pH de la mezcla (Milloning) da alrededor de 7,3 y es necesario bajarlo a 7,1
con 4cido clorhidrico 1N, Inmediatamente antes de fijar los tejidos, se afiadieron 12,5 ml
de glutaraldehido y en esta mezcla se dejaron las piezas de tejido de aproximadamente
1mm? durante 4-5 horas y en nevera a 5°C. Se cambié el medio por Milloning rencvéndolo
cada media hora 4 veces y dejandolo despues toda la noche. Al dia siguiente, se cambi6 a

Milloning con 4cido ésmico al 1% durante una hora.
B. Inclusién
1°T dfa:

1) Lavado con agua destilada de las piezas provenientes del acidt;s
dsmico.

2) Acetona al 30% en agua destilada, 30 min.

3) Acetona al 50% 30 min.

4) Acetona al 70% 30 min.

5) Acetona al 70% mds contraste (acetato de uranilo), 12 horas.

29 dfa: se pusieron las cdpsulas en estufa a 37°C.

1) Acetona al 90% 30 min.

2) Acetona al 100% 30 min.

3) Acetona con sulfato de cobre 30 min.

4) Oxido de propileno 1 hora. Se cambié dos veces.

3) Oxido de propileno con Araldita I en proporcién 3:1, 2 horas.
6) Oxido de propileno con Araldita I (2:2), 2 horas.

7) Oxido de propileno con Araldita I (1:3), 12 a 24 horas.

37 dia: se pusieron las c4psulas en estufa a 70°C.

8) Araldita I (estufa a 50°C, 2 horas).
9) Araldita I (estufa a 50°C, 12-24 horas).
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42 dja:

10) Araldita II (estufa a 50°C, 1 hora).
11) Araldita IT (estufa a 50°C, 1 hora).

- Las c4psulas de gelatina se pusieron a secar en estufa a 37°C durante dos dias
y una hora antes de su empleo se trasladaron a la estufa a 70°C. Las muestras se colocaron
en las cdpsulas de gelatina secas y se llenaron con Araldita II. Después de cerrar las

cépsulas se dejaron en estufa a 70°C durante 48 horas para el endurecimiento.
- Araldita I

Componente B-azul-endurecedor 10 ml.
Componente D-verde-plastificante 0,15 ml
Componente A/M-rojo-resina epoxi 10 ml

-Araldita II

'Componente B-azul-endurecedor 10 ml.

Componente C-amarillo-acelerador 0,4 mi
Componente D-verde-plastificante 0,15 mL
Componente A/M-rojo-resina epoxi 10 ml.

C. Preparacién y observacitén de rejillas

Se tallaron pirdmides en las rejillas. A continuacién se hicieron cortes ultrafinos
con un ultramicrotomo (Reichert-Jung Ultracut E). El espesor aproximado de los cortes fue
de 1.000 A. Se utilizaron cuchillas de diamante y rejillas de cobre. Los cortes se
contrastaron con citrato de plomo. Se utiliz6 un microscopio electrénico Zeiss EM 902 para
analizar los cortes. Este estudio se realiz6 en el Centro de Microscopia Electrénica de la
Universidad Complutense de Madrid.
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12.- Métodos estadisticos

Para el anilisis estadistico de los datos obtenidos en el trabajo experimental se

realizaron los siguientes tratamientos estadisticos:
A. . Caracteristiﬁs muestrales

De cada conjunto de datos se obtuvieron:

- Media aritmética de cada grupo de datos ().

- Varianza muestral corregida, ya que n es un valor pequeiio (sz).

- Desviacién tipica de la muestra (s).

- Error tipico o estdndar de la media (e).

Presentdndose siempre los resultados como media * error estdndar.

B. Anilisis estadistico de los datos

- Andlisis de varianza de una via.

Se usé este procedimiento para el an4lisis de los parimetros valorados a lo
largo del periodo experimental puesto que en este caso sélo influye un factor, el tiempo de
tratamiento.

- Anélisis de varianza de doble via.

Para analizar los pardmetros estudiados en los cuatro grupos experimentales
se utiliz6 un anélisis de varianza de doble via (ANOVA de dos vias) ya que en nuestro caso

intervienen dos factores: el tratamiento y la edad (Sokal y Rohlf, 1981).

- Test de Fisher de minima diferencia significativa (LSD).
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Este test se aplicé a posteriori, a fin de precisar las diferencias entre grupos en
los casos que habia dado significativo el ANOVA previo. En todos los casos se tomé como

grado minimo de confianza p<0,05.



RESULTADOS



L. PESQ DE ANIMALES, ORGANOS E INDICE ORGANQ-SOMATICO
1.- Peso de animales (Figura 6)

Como ya se ha mencionado en el apartado de Materiales y Métodos, se ha
llevado a cabo un seguimiento trimestral del peso de los animales. Este ha permanecido
estable a lo largo de los tres afios que ha durado el periodo experimental, sin observarse
diferencias debidas a la edad o al tratamiento. En la Figura 6 se muestra la evolucién del
peso en los distintos grupos experimentales. S6lo cabe sefialar que los animales viejos
controles eran significativamente més grandes que los jévenes controles (p<0,01) ya al
inicio del experimento, diferencia que se mantuvo durante la mayor parte del mismo
{p<0,05; p<0,01).

2.- Peso de érganos (Figuras 7y 8)

El peso himedo de higado, rifiones, pulmones y cerebro se determind antes de
proceder a la medida de los pardmetros bioquimicos. En este caso tampoco se aprecia un
efecto de la edad o del tratamiento; los pesos de los distintos 6rganos son similares en los
cuatro grupos experimentales. Del mismo modo, el peso de cada 6rgano tampoco varfa

significativamente a lo largo de los tres afios que ha durado el periodo experimental.

3.- Indice organg-sométicg (Figuras 9 y 10, Tablas 1-4)

Para corregir la posible influencia del tamaiio del animal sobre el peso de los
6rganos, se calcul$ el indice organo-somdtico. No se detectan diferencias significativas en
los dos tltimos afios, excepto en el caso del rifién. En este caso se observa un descenso del

fndice en el grupo viejo control (p<0,01) a los 14,5 meses de tratamiento.
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Figura 6.- Variacién del peso corporal de animales jévenes y viejos de Rana perezi durante
el periodo experimental. Los resultados se expresan como la media aritmética. El error

estandar oscila en todos los casos entre 5-10% de la media.



= I

PESO ORGANO (g}

\\\\\\\\\\\\\\\\_m 4

i

° 9

> 5

5 g8
£ Y g
o o £
M z Z
o y u
S S 3
? >
i, i

s y viejos de Rana perezi

jévene

imales

Figura 7.- Peso total de higado (a) y pulmén (b) de an
después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.
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Figura 8.- Peso total de cerebro (a) y rinén (b) de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.
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Figura 9.- Indice organo-somidtico de higado (a) y pulmdn (b) de animales jévenes y viejos
de Rana perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

a: diferencia significativa entre animales jévenes y viejos del mismo tratamiento.

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

c: diferencia significativa entre animales jGvenes y viejos de distinto tratamiento.
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Figura 10.- Indice organo-somaitico de cerebro (a) y rifidn (b) de animales jévenes y viejos
de Rana perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.
a: diferencia significativa entre animales jévenes y viejos del mismo tratamiento.

c: diferencia significativa entre animales jévenes y viejos de distinto tratamiento.
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Tabla 1.- Indice organo-somdtico del higado de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

INDICE ORGANO-SOMATICO (mg/g)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL  469= 39 (9) 51,8+ 4,2 (6) 426+ 3,0 (6)
VIEJO CONTROL 56,5 39 (9) 494+ 63 (6) 332+ 57 (6)%
JOVEN TRATADO 41,9+ 47 (10) 39,1+ 3.4 (6) 40,6+ 5,1 (6)
VIEJO TRATADO 414+ 2,9 (10) 39,8+ 6,4 (6) 453 59 (6)

Tabla 2.- Indice organo-somitico del pulmén de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

INDICE ORGANO-SOMATICO (mg/g)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 48 + 0,2 (10) 39 + 0,4 (6) 39 % 0,5(6)
VIEJO CONTROL 4,0 + 0,2 (10) 42 + (04 (6) 43 = 04 (6)
JOVEN TRATADO 48 + 0,2 (10) 44 * 0,4 (6) 4,5 £ 0,4 (6)
VIEJO TRATADC 43 * 0,2 (10) 47 + 04 (5) 42 * (0,3 (6)

Los resultados se expresan como la media aritmética = el error estdndar. Los superindices

muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses

** (p<0,01)

() = ndmero de datos



Tabla 3.- Indice organo-somitico del cerebro de animales j6venes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

INDICE ORGANOQ-SOMATICO (mg/g)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 2,6 = 0,2 (10) 1,7 + 0,1 (6)%" 2,6 + 03 6)°°
VIEJO CONTROL 2,1 =+ 0.2 (10) 2,0 * 0.2 (6) 2,2 % 03 (6)
JOVEN TRATADO 2,6 + 0,2 (10) 23 £ 0,2 (6) 2,5 + 0,4 (6)
VIEIO TRATADO 24 * 0,3 (10) 1,9 £ 02 (6) 22 + 0,2 (6)

Tabla 4.- Indice organo-somético del rifién de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

INDICE ORGANO-SOMATICO (mg/g)

14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 4,6 = 0,1 (4) 4,0 + 0,4 (5)
VIEJO CONTROL 35+£03(4) 42 = (0,5(5)
JOVEN TRATADO 45 = 0,3 (4) 4,1 + 0,3 (5
VIEJO TRATADO 43 = 02 (4) 4,7 + 0,8 (5)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar. Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses
" (p<0,05)

( ) = nGmero de datos
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C. Peroxidaci6n tisular in vitro

La sensibilidad de los extractos tisulares a la peroxidacién in vitro se estimé
incubando los sobrenadantes de las muestras con ascorbato 0,4 mM y FeSO, 0,05 mM en
tamp6n fosfato 50 mM, pH 7,4 (2:1:1) a 25°C, y a distintos tiempos segiin los 6rganos. Esta
incubacién se llevé a cabo en un bafio y con agitacién. Los tiempos de incubacién fueron
60 minutos para higado, rifiones y pulmones y 15 minutos para el cerebro. A estos tiempos,
en cada caso, la peroxidacién tisular no alcanza la saturacién, lo cual se comprobé en

experimentos previos.

Una vez terminada la incubacién se llevé a cabo el ensayo del TBA de la forma
descrita en el apartado anterior. En la férmula es necesario incluir una modificacién para

tener en cuenta la dilucién de la muestra debido a la incubacién.

7.- Sistema del glutation

Para la determinacién del glutatién total, tanto en su forma reducida (GSH)
como oxidada (GSSG), los -6rganos fueron homogeneizados rdpidamente en 4cido
tricloroacético (TCA) al 1% conteniendo HCI 0,01 N, en homogeneizadores de vidrio tipo
Pobel y en frfo. Se empleé 1 ml de TCA por cada 50 mg de tejido excepto en el caso del
cerebro, en el que se utilizé 1 ml por cada 25 mg de tejido. La solucién de TCA fue
previamente desoxigenada mediante ¢l burbujeo de N,. Experimentos previos muestran
cémo de esta forma se reduce el grado de autoxidacién del GSH, previo a su derivatizacién,
evitando asf valores de GSSG artificialmente altos. Una vez homogeneizadas, las muestras
fueron centrifugadas a 3.200 g durante 5 minutos y a 5°C bajo atmésfera de nitrégeno. Los
sobrenadantes fueron divididos en dos alicuotas utilizadas posteriormente para la medida
del GSH total y GSSG respectivamente.

En la alicuota en la que se iba a medir el GSSG se afiadi6 4 pl de 2-
vinilpiridina por cada 100 pl de sobrenadante. De esta forma se derivatiza el glutatién
reducido al mismo tiempo que se neutralizan las muestras (Griffith, 1980). Después de una
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El primer afio de medidas (1989), después de 2,5 meses de tratamiento, si
aparecen diferencias significativas en el indice de todos los 6rganos debidas en unos casos

a la edad y en otros al tratamiento.

E! indice organo-somético del pulmén se ve afectado por la edad, resultando
ser significativamente menor (p<0,01) en los animales viejos controles que en los jévenes,
tanto controles como tratados. Lo mismo ocurre con los viejos tratados (p <0,05) respecto

a los jévenes tratados.

En el caso del cerebro se trata también de un descenso del indice en el grupo
viejo control (p<0,05) respecto al joven control y tratado. A lo largo de los tres afios de
periodo experimental, para este 6rgano se produce un descenso significativo (p <0,05) del

indice en el grupo joven control a los 14,5 meses de tratamiento.

Con el higado, lo que observamos después de 2,5 meses de tratamiento es un
descenso del indice en los dos grupos tratados, jévenes (p <0,05) y viejos (15 <0,01), respecto
al viejo control. En la evolucién longitudinal hay que sefalar el descenso progresivo de este
indice en el grupo viejo control, descenso que llega a ser importante el dltimo afo
(p< 0,0i). ' | |

I1. CONSUMO DE OXIGENO (Figura 11, Tabla 5)

En este apartado s6lo observamos, después de 2,5 meses de tratamiento, un
ligero incremento del consumo de oxigeno de los animales viejos tratados (p<0,01), no

aprecidndose ningtin efecto debido a la edad en los animales controles.

El consumo de oxigeno sélo varfa a lo largo del experimento en el grupo joven
tratado produciéndose un incremento importante despues de 26,5 meses de tratamiento,
respecto al principio de éste (p<0,01). Este incremento es también significativo respecto
a los resultados del segundo afio, despues de 14,5 meses de tratamiento (p <0,05).
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Figura 11.- Consumo de oxigeno de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 2,5,
14,5 y 26,5 meses de tratamiento. Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo
joven control (100%).

a: diferencia significativa entre animales j6venes y viejos del mismo tratamiento.

" (p<0,01)



Tabla 5.- Consumo de oxigeno de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 2,5,

14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

CONSUMO DE OXIGENO (plO,/g . h)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses

JOVEN CONTROL 65,5 * 11,7 (9) 931+ 73(8) 1130 = 222 (5)
VIEJIO CONTROL 67,1 = 87(9) 73,7 * 17,1 (8) 786 = 10,2 (5)
JOVEN TRATADO 498 = 64 (8) 599 = 6,5 (4) 97,3 + 172 (405"
VIEJO TRATADO 81,0 = 7,8 (8) 587 + 9,1 (8) 86,2 + 14,8 (5)

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar. Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo: ? 2,5 meses; b 14,5 meses

* (p<0,05)

v (p<0,01)

( ) = nimero de datos
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II1, ESTUDIO ANUAL POR ORGANOS

1.- 2,5 meses de tratamiento

A. Higado
Actividades enzimaticas (Figura 12a)

Al analizar las distintas enzimas antioxidantes y la citocromo c oxidasa después
de 2,5 meses de tratamiento, observamos que no se producen cambios en funcién de la

edad en la mayor parte de las enzimas tanto en los animales controles como en los tratados.

S6lo en el caso de la SOD se aprecia un efecto de la edad que determina un
menor nivel de actividad superéxido dismutasa, llegando a ser significativo este descenso

en el grupo viejo control {p<0,05).

También hay que sefialar un incremento de la actividad GPx total (utilizando
hidroperdéxido de cumeno como sustrato) en los animales viejos, tanto tratados (p<0,05)
como controles (p<0,01) respecto a los j6venes controles. Como !a GPx Se dependiente no
ha cambiado en funcién de la edad, los incrementos observados parecen deberse a la

actividad no Se dependiente.

Por otro lado, comprobamos que el tratamiento ha resultado efectivo ya que
después de diez semanas la actividad catalasa se encuentra inhibida en m4s de un 95% en
los dos grupos tratados respecto a los controles (p <0,001).

No ocurre lo mismo con la actividad superéxido dismutasa que, lejos de verse
inhibida, resulta inducida en los grupos tratados, tanto joven (p <0,05) como viejo (p <0,001)
entre un 150 y un 81%, a pesar de que experimentos previos habian mostrado una
inhibicién del 45% después de una semana de tratamiento con la dosis de DDC utilizada.
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Figura 12.- Actividades enzimadticas (a) y peroxidacion tisular in vivo e in vitro (b) en el
higado de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 2,5 meses de tratamiento.
Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo joven control (100%).

a: diferencia significativa entre animales jévenes y viejos del mismo tratamiento.

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

¢: diferencia significativa entre animales jévenes y viejos de distinto tratamiento.

" (p<0,05); " (p<0,01); 7 (p<0,001)
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La actividad glutatién reductasa también resulta inducida en los animales

tratados respecto a sus controles (p<0,01) en casi un 100%.

Por ultimo, los dos tipos de actividad GPx no se ven afectadas por el

tratamiento.
Peroxidacién tisular (Figura 12b)

En este apartado no hay que sefialar ningiin tipo de efecto significativo debido
a la edad o al tratamiento tanto en la peroxidacién in vivo como in vitro. No obstante, si se
observa una tendencia a presentar valores inferiores de peroxidacidn in vitro en el caso de

los grupos tratados.

La peroxidacién después de 60 minutos de estimulacién con ascorbato y FeSO,
da lugar a unos valores de sustancias TBA positivas significativamente mayores que los

enddégenos (peroxidacién in vive).
Sistema del glutatién (Figura 13)

En los distintos grupos experimentales ni la edad ni el tratamiento modificaron
significativamente ninguno de los pardmetros, GSH, GSSG o GSSG/GSH. Sin embargo,
s{ existe una tendencia a presentar valores mds altos de GSSG en los animales jévenes

tratados.
B. Pulmén
Actividades enzimdticas (Figura 14a)

De nuevo podemos comprobar la efectividad del tratamiento con inhibiciones

de la actividad catalasa de mé4s del 90% en los dos grupos tratados (p <0,001).
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Figura 13.- Sistema del glutati6én en el higado de animales j6venes y viejos de Rana perezi
después de 2,5 meses de tratamiento. Los resultados estin expresados en % respecto al

grupo joven control (100%).
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Figura 14.- Actividades enzimdticas (a) y peroxidacidn tisular in vivo e in vitro (b) en el

pulmén de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 2,5 meses de tratamiento.

Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo joven control (100%). -

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

*** (p<0,001)
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El resto de las actividades enzimdticas no se vieron afectadas, ni por la edad
ni por el tratamiento, aunque en €l caso de la glutatién reductasa se observa una tendencia

a presentar valores m4s altos en los dos grupos tratados.
Peroxidacitn tisular (Figura 14b)
El nivel de sustancias TBA positivas enddgenas es similar en los distintos

grupos, independientemente de la edad o del tratamiento; lo mismo ocurre con la

peroxidacién estimulada in vitro.
Sistema del glutatién (Figura 15)
Tampoco aquf hay que sefalar diferencias entre los grupos debidas a la edad
o al tratamiento, aunque sf se observa una tendencia a presentar niveles més altos de GSSG
y GSSG/GSH en los grupos tratados.
C. Cerebro

Actividades enzimaticas (Figura 16a)

En este 6rgano también se observa una inhibicién de la actividad catalasa en
los dos grupos tratados, joven (p<0,001) y viejo (p<0,05) que oscila entre un 85-90%.

El intento de inhibir la actividad superéxido dismutasa tampoco ha resultado
efectivo en este caso a diferencia de lo encontrado en experimentos previos en los que tras

una semana de tratamiento con esta dosis de DDC se alcanzaron inhibiciones del 79%.
El tratamiento provoca aqui un descenso de la actividad glutatién peroxidasa
utilizando hidroperéxido de cumeno como sustrato, que es significativo solamente en el caso

del grupo viejo tratado.

El resto de las enzimas no se ven afectadas por el tratamiento ni por la edad.
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Figura 15.- Sistema del glutatién en el pulmén de animales jévenes y viejos de Rana perezi
después de 2,5 meses de tratamiento. Los resultados estdn expresados en % respecto al

grupo joven control (100%).
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Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo joven control (1009%).

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad. |
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Peroxidaci6n tisular (Figura 16b)

Los niveles de peroxidacién tisular in vivo no varian en funcién de la edad, pero
sf se produce un aumento de estos niveles debido al tratamiento (p <0,05) en los dos grupos
de edad.

Por el contrario, la sensibilidad a la peroxidacién estimulada in vitro no varia

en funcién de la edad o del tratamiento.
Sistema det glutatién (Figura 17)

Tampoco en esta ocasién la edad o el tratamiento afectan a los niveles de
GSH. En cuanto al GSSG, sus niveles en este 6rgano fueron inferiores al limite de

deteccién.
D. Curva de supervivencia (Figura 18)
La tasa de supervivenciaren este punto del experimento fue la misma en todos

los grupos (100%) excepto en el de animales viejos tratados en el que muri6 un animal
(98%)

2.- M.mesﬁ_dﬂmmm
A. Higado | -
Actividades enziméticas (Figura 19a)
Despues de 14,5 meses, el tratamiento continGa siendo efectivo, con

inhibiciones de la actividlad CAT de alrededor del 90% en los dos grupos tratados
(p<0,001).
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Figura 17.- Sistema del glutatién en el cerebro de animales j6venes y viejos de Ranalperezi
después de 2,5 meses de tratamiento. Los resultados estdn expresados en % respecto al

grupo joven control (100%). ‘
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Figura 18.- Curva de supefvivencia de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de

2,5 meses de tratamiento.
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Figura 19.- Actividades enzimdticas (a), y peroxidacidn tisular in vivo e in vitro y MDA (b)
en el higado de animales j6venes y viejos de Rana perezi después de 14,5 meses de
tratamiento. Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
a: diferencia significativa entre animales jovenes y viejos del mismo tratamiento.

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

" (p<0,05); " (p<0,001)
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También se mantienen o aumentan (160-100%) las inducciones de actividad
superéxido dismutasa en estos grupos (p<0,001). En el caso de la actividad glutatién
reductasa (0,001) la induccién es ahora mucho més potente que la observada el afio
anterior, alcanzando valores del 900-600% y parece que la edad disminuye (50%) la
intensidad de dicha induccién {p <0,001). '

El tratamiento adem4s provoca la induccién de la actividad GPx utilizando
hidroperéxido de cumeno como sustrato, aunque sélo alcanza la significacién en el caso del

grupo viejo tratado (p<0,05).

Las demds actividades no se ven modificadas ni por la edad ni por el

tratamiento.
Peroxidaci6n tisular y MDA (Figura 19b)

No se observan diferencias significativas en la peroxidacién tisular ni en los

niveles de malondialdehido determinados por HPLC en ningfin caso.
Sistema del glutati6n y 4cido ascérbico (Figura 20)

El tratamiento provoca un aumento en los niveles de GSH (120-100%}) y de
4cido ascérbico (120-116%) en los animales jévenes y viejos respectivamente (p <0,001).

En cuanto al cociente GSSG/GSH, el incremento que se observa debido a la
edad en el grupo viejo control (p<0,001) se vio contrarrestado por el tratamiento,
resultando significativamente menores (p<0,001) los valores en el grupo viejo tratado si lo

comparamos con el viejo controL

B. Pulmén
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Figura 20.- Sistema del glutatién y dcido ascérbico en el higado de animales jévenes y viejos
de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento. Los resultados estdn expresados en
% respecto al grupo joven control (100%).

a: diferencia significativa entre animales jévenes y viejos del mismo tratamiento.

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

" (p<0,001)
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Actividades enzimdticas (Figura 21a)

La inhibicién de la actividad catalasa (alrededor del 90%) debida al tratamiento
se mantiene (p<0,001) independientemente de la edad de los animales.

Ademis, después de 14,5 meses, es apreciable también en este érgano una
induccién de la actividad GR (cerca del 50%) en los dos grupos tratados (p<0,05).

En el resto de las actividades enzimdticas no se observan diferencias debidas

a la edad o al tratamiento.
Peroxidacién tisular (Figura 21b)
No cabe seiialar diferencias significativas en este apartado.
Sistema del glutatién (Figura 22)

En este caso tampoco las diferencias alcanzaron la significacién, pero sf parece

existir una tendencia a presentar valores de GSH mayores y de GSSG/GSH menores en

los dos grupos tratados.
C. Cerebro
Actividades enzimsticas (Figura 23a)

La inhibicién de la actividad CAT (alrededor del 90%) debida al tratamiento
también se mantiene en este 6rgano (p <0,001) en los dos grupos de edad.

Y, al igual que ocurrfa con el pulmén, hay que sefialar la induccién de la
actividad GR (p<0,05) debida al tratamiento (50-100%).
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Figura 21.- Actividades enziméticas (a) y peroxidacién tisular in vivo e in vitro (b) en el
pulmén de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento.
Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo joven control (100%).

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

" (p<0,05); ™" (p<0,001)
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Figura 22.- Sistema del glutatién en el pulmén de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 14,5 meses de tratamiento. Los resultados estdn expresados en % respecto al
grupo joven control (100%).
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Figura 23.- Actividades enzimdticas (a) y peroxidacién tisular in vivo e in vitro (b) en el
cerebro de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento. .
Los resultados estin expresados en % respecto al grupo joven control (100%).

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

* (p<0,05); * (p<0,01); e (p<0,001)
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La actividad de las demds enzimas antioxidantes analizadas, as{ como la de la
citocromo ¢ oxidasa, no se ven afectadas por el tratamiento y tampoco hay diferencias

atribuibles a la edad.

Peroxidacion tisular (Figura 23b)

»

El tratamiento crénico con AT ha tenido efecto sobre los niveles de
peroxidacién tisular in vivo, incrementdndolos tanto en el caso del grupo joven tratado
(p<0,01) como del viejo (p<0,05).

No ocurre lo mismo con la peroxidacién estimulada in vitro. La edad sigue la

pauta més generalizada en este estudio y no parece dar lugar a ninguna variacién.
Sistema del glutatién (Figura 24)

- Ni la edad ni el tratamiento tuvieron efecto alguno sobre los niveles de GSH,

que son similares en los cuatro grupos experimentales.
D. Riiién
Actividades enzimiticas (Figura 25a)

La inhibicién de la actividad CAT debida al tratamiento ha resultado una vez
més muy eficaz en los animales tanto jévenes (p<0,01) como viejos (p<0,001). La
inhibicién oscila entre el 90 y el 85% respectivamente.

También aqui, como en los dem4s érganos, la actividad GR se induce como
consecuencia del tratamiento (p <0,001). Los incrementos resultan muy acusados (600%-
940%), como en el higado, alcanzando actividades de hasta nueve veces la del control.

Ademis, en este 6rgano el tratamiento afecta también a la actividad GPx. Y

asf, usando hidroperéxido de cumeno como sustrato, el tratamiento provoca un descenso
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Figura 24.- Sistema del glutatién en el cerebro de animales jévenes y viejos de Rana perezi
|
después de 14,5 meses de tratamiento. LLos resuitados estdn expresados en % respecto al

grupo joven control (100%).
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Figura 25.- Actividades enzimdticas (a) y peroxidacién tisular in vivo e in vitro (b) en el
riién de animales j6venes y viejos de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento.
Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo joven control (100%).

a: diferencia significativa entre animales jévenes y viejos del mismo tratamijento

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

" (p<0,05); " (p<0,01); " (p<0,001)
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de esta actividad que sé6lo llega a ser significativo en el caso del grupo viejo tratado
respecto al viejo control (p<0,01). Cuando el sustrato utilizado es peréxido de hidrégeno,
el descenso de actividad es ain mayor en el caso del grupo viejo tratado (p<0,001),
descenso que también alcanza la significacién en el grupo joven tratado (p<0,05). Asi
mismo, la edad también parece en esta ocasién afectar a la actividad, observdndose un

incremento en el grupo viejo control (p<0,05).
Peroxidacién tisular (Figura 25b)

Se detecté un ligero incremento de la peroxidacién in vivo debido al
tratamiento, en el grupo viejo tratado (p<0,05) respecto al viejo control, pero no en los

animales jévenes.
Sistema del glutatién y scido ascérbico (Figura 26)

El tratamiento provoca la induccién {p<0,05) tanto del GSH (60-90%) como
del 4cido ascérbico (130%), aunque en el caso del icido ascérbico el incremento en el

grupo viejo tratado no alcanza la significacidn estadistica.
E. Curva de supervivencia (Figura 27)

Después de 14,5 meses de tratamiento y como era de esperar, la tasa de
supervivencia fue mayor en los animalesjdveﬁes que en los viejos. En cuanto al efecto del
tratamiento, dentro del mismo grupo de edad, la tasa de supervivencia fue mucho mayor
en los grupos tratados que en los controles. Este hecho fue especialmente relevante en el
caso de los animales viejos, siendo la tasa de supervivencia de los controles de sélo un 46%
frente al 91% de los tratados.

3.- 26,5 meses de fratamiento

A. Higado
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Figura 26.- Sistema del glutatién y 4cido ascérbico en el rifién de animales j6venes yiviejos
de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento. Los resultados estdn expresados en
% respecto al grupo joven control (100%).

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

* (p<0,05)
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Figura 27.- Curva de supervivencia de animales jovenes y viejos de Rana perezi después de

14,5 meses de tratamiento.
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Actividades enziméticas (Figura 28a)

La actividad CAT después de 26,5 meses de tratamiento se mantiene inhiEida
en los dos grupos tratados (p<0,001) en m4s de un 95%, como ha ocurrido a lo largo de

todo el periodo experimental.

En cuanto a las inducciones debidas al tratamiento observadas el afio anterior,
siguen existiendo (540-600%) en el caso de la GR (p<0,001) aunque la magnitud de la
induccién es ahora mucho menor que la observada a los 14,5 meses de tratamiento; en
cuanto a la SOD, su induccién ha dejado de ser significativa en el grupo viejo tratado y ha
disminuido (p<0,05) en el grupo -joven tratado (120%). No se observa ningiin efecto del

tratamiento sobre las demds actividades enzimdticas.

De igual forma, la edad tampoco determina variaciones en ninguna de las

actividades enzimdticas en este érgano.
Peroxidacién tisular y MDA (Figura 28b)

Tampoco en los niveles de peroxidacién, siguiendo la pauta observada en afios

anieriores, aparece ninguna diferencia significativa.
Sistema del glutatién y 4cido ascérbico (Figura 29)

En este caso, como también ha ocurrido con la actividad SOD, se ha perdido
la induccién del GSH observada el aiio anterior. Por otro lado el GSSG alcanza niveles mds
altos en los dos grupos tratados, llegando a ser estadisticamente significativo (p <0,05) en
el caso del grupo viejo tratado respecto al viejo control (150%).

Por el contrario, la induccién del dcido ascérbico en los dos grupos tratados se

mantiene respecto al afio anterior (p<0,001) e incluso es mds pronunciada (240-190%).

B. Pulmén
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Figura 28.- Actividades enzimdticas (a), y peroxidacion tisular in vive e in vitro y MDA (b)
en el higado de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 26,5 meses de
tratamiento. Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

* (p<0,05); 7" (p<0,001)
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Figura 29.- Sistema del glutatidn y dcido ascérbico en el higado de animales jévenes y viejos

de Rana perezi después de 26,5 meses de tratamiento. Los resultados estédn expresados en
% respecto al grupo joven control (100%).

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

* (p<0,05); " (p<0,001)
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Actividades enzimdticas (Figura 30a)

La inhibicién de la actividad catalasa (90%) se mantiene en los dos grupos de
edad (p<0,001). Hay que sefialar la pérdida de la induccién de actividad GR observada el
afio anterior despues de 14,5 meses de tratamiento. No encontramos cambios significativos

debidos a la edad o al tratamiento para ningin otro parimetro.
Peroxidacién tisular (Figura 30b)

Los datos de la Figura 30b ponen de manifiesto una vez més la ausencia de
efectos atribuibles al tratamiento o a la edad. No obstante, cabe mencionar los valores algo
mds bajos de peroxidaci6n in vitro en los grupos tratados, pero que como ya ha ocurrido

antes, no alcanzan la significacién.
Sistema del glutatién (Figura 31)

No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre grupos para

el GSH aunque los animales viejos tratados presenten valores algo inferiores. Pero si es

interesante destacar la tendencia a aumentar de los niveles de GSSG y del cociente

GSSG/GSH en los dos grupos tratados. Estas diferencias no llegan a ser significativas
debido a la gran variabilidad observada.

C. Cerebro
Actividades enziméticas (Figura 32a)
Al igual que en el caso del pulmén, se mantiene la inhibicién de la actividad
catalasa (m4s de un 85%) en los dos grupos de edad (p<0,001). También se ha perdido la

induccién de la actividad GR, observada el afio anterior después de 14,5 meses de

tratamiento.
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Figura 30.- Actividades enzimdticas (a) y peroxidacién tisular in vivo e in vitro (b) en el
pulmdn de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 26,5 meses de tratamiento.
Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo joven control (100%).

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.
M (p<0,001)
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Figura 31.- Sistema del glutatién en el pulmén de animales j6venes y viejos de Rana perezi
después de 26,5 meses de tratamiento. Los resultados estdn expresados en % respecto al

grupo joven control (100%).



Figura 32.- Actividades enzimdticas (a) y peroxidacion tisular in vivo e in vitro (b) en el

cerebro de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 26,5 meses de tratamiento.
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Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo joven control (100%).

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

% ek

(p<0,001)
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Peroxidacién tisular (Figura 32b)

Todos los grupos presentan valores de peroxidacién in vivo e in vitro similares,

no viéndose afectados por el tratamiento o la edad.
. Sistema del glutatién (Figura 33)

En los cuatro grupos de trabajo encontramos niveles de GSH del mismo orden,

ni la edad ni el tratamiento provocan modificacién alguna.
D. Riiién
Actividades enzimdticas (Figura 34a)

La inhibicién de la actividad CAT debida al tratamiento permanece constante
entre los mismos niveles (85-90%) en los dos grupos de edad (p<0,001).

En cuanto a la induccién de actividad GR observada el afio anterior, debida
también al tratamiento, sigue existiendo (570-400%) aunque tiende a descender en este

érgano respecto al afio anterior (p<0,001).

Los descensos de actividad GPx utilizando hidroperéxido de cumeno como
sustrato déb_idos al tratamiento son menores y dejan de ser significativos. S6lo en el caso
de la actividad GPx utilizando H,O, como sustrato se mantiene la significacién en el caso

de los animales viejos tratados respecto a los viejos controles (p <0,05).

El resto de las actividades no se ven alteradas ni por la edad ni por el

tratamiento.
Peroxidacién tisular (Figura 34b)

En este caso los cuatro grupos experimentales presentan valores similares para
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Figura 33.- Sistema del glutatién en el cerebro de animales jévenes y viejos de Rana perezi
después de 26,5 meses de tratamiento. Los resultados estdn expresados en % respecto al

grupo joven control (100%).
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Figura 34.- Actividades enzimdticas (a) y peroxidacién tisular in vivo e in vitro (b) en el
rinén de antmales jévenes y viejos de Rana perezi después de 26,5 meses de tratamiento.
Los resultados estdn expresados en % respecto al grupo joven control (100%).

b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.

" (p<0,05); " (p<0,01); ** (p<0,001)
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ambos pardmetros, peroxidacién in vive e in vitro.
Sistema del glutatién y dcido ascérbico (Figura 35)

Como ya ha ocurrido con otros pardmetros se pierde la induccién del GSH y
4dcido ascérboco observadas el afio anterior después de 14,5 meses de tratamiento crénico
con AT.

E. Curva de supervivencia (Figura 36)

En la fase final del experimento entre los 24 y 33 meses de tratamiento, los
animales tratados que habfan mostrado una menor tasa de mortalidad temprana, entraron
en una fase rdpida de mortalidad aguda. La vida mdxima fue la misma para los dos grupos
de animales viejos, controles y tratados. Después de 33 meses de tratamiento sélo los

animales del grupo joven control segufan vivos y el experimento se dio por ‘concluido.
IV, ESTUDIO LONGITUDINAL POR ORGANOS

Pasamos a exponer ahora los resultados de la comparaci6n longitudinal de los
pardmetros, realizada para cada uno de los grupos a lo largo de los tres afios que ha durado
el periodo experimental.

1.- Higado
A, Actividades enzimdticas (Tablas 6-10)

En general no se observan diferencias en funcién de la edad. No obstante, hay
que sedalar el incremento de actividad SOD en los dos grupos de animales viejos, controles
y tratados, deépués de 14,5 meses de tratamiento (p<0,01), para posteriormente
estabilizarse.
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Figura 35.- Sistema del glutatién y dcido ascérbico en el rifién de animales jévenes y viejos
de Rana perezi después de 26,5 meses de tratamiento. Los resultados estdn expresados en

% respecto al grupo joven control (100%).
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Figura 36.- Curva de supervivencia de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de

33 meses de tratamiento.




Tabla 6.- Actividad SOD en el higado de animales jévenes y viejos de Rana perezi después

de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD SOD (U SOD/mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 41,0 = 10,1 (7) 75,7 + 192 (6) 70,0 + 22,9 (6)
VIEJO CONTROL 162 * 51 (8) 71,8 = 155 (6)7 637 = 9,7 (6%
JOVEN TRATADO 1012 = 23,6 (8) 197,8 + 41,1 (6) 1556 + 38,5 (6)
VIEJIO TRATADO 743 * 12,7 (8) 1438 + 16,7 (6)% 1134 % 21,0 (6)

Tabla 7.- Actividad CAT en el higado de animales jévenes y viejos de Rana perezi después

de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD CAT (pmoles HyO,/min . mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 626,5 = 110 (8) 1010,0 + 100 (6) 915,0 = 170 (6)
VIEJO CONTRQL 6123 = 89 (7) 9440 = 113 (5) 869,0 = 109 (6)
JOVEN TRATADO 293+ 52(D) 100,0 = 32 (6)"* 480 = 12 (6)
VIEJC TRATADO 238+ 32(7) 106,0 + 41 (6) 46,0 + 15 (6)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar. Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses

" (p<0,05)

™ (p<0,01)

( ) = mimero de datos



Tabla 8.- Actividades GPx utilizando cumeno y H,O, en el higado de animales jévenes y

viejos de Rana perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

JOVEN CONTROL
VIEJG CONTROL
JOVEN TRATADO
VIEJO TRATADO

ACTIVIDAD GPx, (nmoles NADPH/min . mg prot)

2,5 meses

248 + 1,2 (8)
30,7 = 1,8 (8)
30,9 + 4,1 (8)
362 + 42 (8)

14,5 meses

31,7 £ 8,4 (6)

34,0 + 8,0 (5)
42,0 * 10,7 (6)
62,7 = 7.8 (6)

26,5 meses

28+ 2567

417 = 183 (6)
51,5 + 82 (6)
559 + 16,0 (6)

JOVEN CONTROL
VIEJO CONTROL
JOVEN TRATADO
VIEJO TRATADO

ACTIVIDAD GPxy (nmoles NADPH/min . mg prot)

2,5 meses

11,7 = 2,1 (8)
153 £ 1,5 (8)
133 + 1,8 (8)
16,2 = 2,4 (8)

I+

14,5 meses

11,1 + 2,2 (6)
18,0 = 3.8 (5)
12,1 + 1,0 (6)
10,2 + 2,3 (6)

I+

26,5 meses

183 + 422 (6)
27,4 + 44 (6)%"
21,5 + 53 (6)
16,6 + 2,6 (6)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar. Los superindices

muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses

* (p<0,05)

( ) = namero de datos



Tabla 9.- Actividad GR en el higado de animales j6venes y viejos de Rana perezi después

de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD GR (nmoles NADPH/min . mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 123 = 19 (8) 77 = 1,4 (6) 94 = 2,0 (6)
VIEJO CONTROL 123 + 21 (8) 100 + 1,1 (5) 86+ 13 (6)
JOVEN TRATADO 232 = 22 (8) 780+ 5367 604 9467
VIEJO TRATADO 24,1 + 40 (8) 30 6667 64,5 + 10,0 (6)3

Tabla 10.- Actividad COX en el higado de animales j6évenes y viejos de Rana perezi

después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD COX (pmoles CIT C ox./min . mg prot)

14,5 mescs 26,5 meses
JOVEN CONTROL 0,021 % 0,007 (6) 0,015 £ 0,004 (6)
VIEJO CONTROL 0,021 = 0,006 (6) 0,012 = 0,002 {6)
JOVEN TRATADO 0,024 = 0,007 {6) 0,015 = 0,002 (6)
VIEJO TRATADO 0,021 = 0,006 (6) 0,013 * 0,002 (6)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar. Los superindices

muestran diferencias significativas con el grupo: ? 2,5 meses; b 14,5 meses
" (p<0,01)
3k k

(p<0,001)

( ) = nimero de datos
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La actividad CAT del grupo joven tratado estd menos inhibida a los 14,5 meses
de tratamiento (p<0,05).

En el grupo joven control la actividad GPx, utilizando hidroperéxido de cumeno
como sustrato, muestra una tendencia a aumentar en funcién del tiempo de permanencia
en ¢l laboratorio (p<0,05). Lo mismo ocurre con los animales viejos controles cuando el

sustrato utilizado es peréxido de hidrégeno.

Por tltimo, destacar que la actividad GR de los dos grupos tratados sufre un

gran incremento a lo largo del periodo experimental (p <0,001).
B. Peroxidacién tisular y MDA (Tablas 11 y 12)

En este caso se produce un descenso progresivo y sistemdtico de los niveles de
peroxidacidn tisular tanto in vive como in vitro, en funcién del tiempo de permanencia en
el laboratorib, alcanzando la significacién en el caso de los animales viejos tratados para.
la peroxidacién in vivo (p<0,01), y en todos los casos cuando se trata de la peroxidaci6n in

vitro (p<0,05).

No se observan variaciones en los niveles de MDA entre el segundo y tercer

C. Sistema del glutatién y dcido ascérbico (Tablas 13-15)
Los niveles de GSH de los dos grupos tratados, jévenes (p<0,05) y viejos
(p<0,001) se incrementan después de 14,5 meses de tratamiento para volver a descender

posteriormente.

En cuanto a los niveles de GSSG, tienden a descender en los animales

controles, pero este descenso sélo es significativo en el grupo viejo control (p <0,05).

Ni el cociente GSSG/GSH ni los niveles de 4cido ascérbico muestran



Tabla 11.- Peroxidacion tisular in vivo e in vitro (sustancias TBA positivas) en el higado de

animales j6venes y viejos de Rana perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento,

PEROXIDACION TISULAR - TBA vivo (nmoles/g)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 817 + 12,2 (8) 491 + 9,7 (6) 50,9 £ 83 (6)
VIEJO CONTROL 899 * 138 (8) 69,8 = 9,0 (6) 64,2 9,1 (6)
JOVEN TRATADO 818 * 202 (8) 95,6 * 184 (5) 573 £ 9,7 (6)
VIEIO TRATADO  120,0 + 109 (6) 1139 = 22,0 (5) 486 + 6,6 (60"

PEROXIDACION TISULAR - TBA vitro (nmoles/g)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 2006 * 27,7 (3) 1191 * 34,5 (5) 79,4 £ 156 (6)%
VIEJO CONTROL 263, * 582 (3) 11,1 ¢ 64 (5% 111,9 + 22,6 (6)4"
JOVEN TRATADO 1979 + 587 (3) 160,0 = 34,1 (6) 109,2 + 283 (6)
VIEIO TRATADO 1551 + 32,1 (3) 158,1 = 27,5 (5) 678 = 12,0 (6"

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar. Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses

* (p<0,05)

* (p<0,01)

( ) = nimero de datos



Tabla 12.- Niveles de MDA en el higado de animales j6venes y viejos de Rana perezi

después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

MDA (nmoles/g)

14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 22+08(4) 4,81 £ 1,35 (6)
VIEJO CONTROL 46 = 3,8 (4) 2,64 = 0,62 (5)
JOVEN TRATADO 2,1 £ 06 (5) 1,21 * 0,36 (3)
VIEJO TRATADO 2,7 £ 1,0(5) 2,76 = 0,96 (5)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar.

( ) = nimero de datos



Tabla 13.- Niveles de glutatién reducido en el higado de animales jévenes y viejos de Rana

perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

JOVEN CONTROL
VIEJO CONTROL
JOVEN TRATADQ
VIEJO TRATADO

GSH (pmoles/g)
2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
1,87 + 021 (9) 2,35 = 0,26 (6) 1,17 + 0,47 (6)
1,75 = 0,20 (9) 1,76 + 0,21 (6) 1,22 + 0,40 (6)
2,25 + 0,23 (9) 522 + 1,10 (6)%" 2,53 + 1,11 6)°"
1,90 * 0,42 (9) 483 £ 038 (6)% " 1,5 x 030 (5P

Tabla 14.- Niveles de 4cido ascérbico en el higado de animales jévenes y viejos de Rana

perezi después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

JOVEN CONTROL
VIEJO CONTROL
JOVEN TRATADO
VIEJIO TRATADO

ASCORBICO (pmoles/g)

14,5 meses

0,62 + 0,067 (4)
0,46 0,10 (4)
1,38 £ 0,09 (5)
134 + 0,21 (5)

26,5 meses

0,54 = 0,06 (6)
0,63 + 0,03 (6)
1,86 + 0,23 (6)
1,57 + 0,21 (6)

1+

4

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar. Los superindices

muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses

* (p<0,05)

BN

(p<0,001)

( ) = nimero de datos



Tabla 15.- Sistema del glutation en el higado de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

JOVEN CONTROL
VIEJO CONTROL
JOVEN TRATADO
VIEJO TRATADO

GSSG (pmoales/g)

2,5 meses

0,12 * 0,05 (8)
0,15 + 0,04 (8)
0,30 * 0,15 (7)
0,13 + 0,03 (7)

14,5 meses

0,10 = 0,05 (6)
0,19 + 0,03 (6)
0,15 + 0,02 (6)
0,16 + 0,04 (6)

26,5 meses

0,046 = 0,007 (6)
0,040 + 0,006 (6)%2°
0,120 = 0,040 (6)
0,140 = 0,050 (6)

JOVEN CONTROL
VIEJO CONTROL
JOVEN TRATADO
VIEJO TRATADO

GSSG/GSH

2,5 meses

0,067 + 0,028 (8)
0,096 + 0,033 (8)
0,134 = 0,061 (7)
0,077 * 0,018 (7)

14,5 meses

0,041 + 0,016 (6)
0,104 £ 0,007 (6)
0,030 £ 0,005 (6)
0,036 £ 0,009 (6)

26,5 meses

0,076 + 0,020 (6)
0,049 = 0,012 (6)
0,071 *+ 0,019 (6)
0,057 = 0,008 (5)

I+

I+

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar. Los superindices

muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses

* (p<0,05)

( ) = niimero de datos
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variaciones significativas a lo largo del periodo experimental.
2.- Pulm
A. Actividades enzimiticas (Tablas 16-20)

Pricticamente no se produce ninguna variacién en los niveles de las distintas
actividades en funcién del tiempo transcurrido en el laboratorio. S6lo cabe mencionar, en
el grupo joven control, el descenso de la actividad GPx utilizando hidroperéxido de cumeno
como sustrato, después de 14,5 meses desde el inicio de el estudio (p<0,01) y su posterior

recuperacién.
B. Peroxidacién tisular (Tabla 21)

De nuevo, como ya ocurria en el caso del higado, se produce un descenso
sistemdtico y progresivo de los niveles de peroxidacién tanto in. vivo como in vitro,

alcanzando la significacién en todos los grupos.

Después de 14,5 meses de experimento, el descenso en los niveles de
peroxidacién in vivo es ya significativo en los dos grupos de animales jévenes, controles
(p<0,05) y tratados (p<0,01) y en los viejos controles (p<0,01). Transcurridos 26,5 meses,
el descenso es generalizado y resulta significativo tanto para los animales controles de
ambas edades (p<0,01), como para los tratados jévenes (p<0,001) y viejos (p<0,05).

Algo parecido ocurre con la peroxidacién in vitro, cuyos descensos a lo largo del
periodo experimental son significativos en los dos grupos jévenes (p<0,05) y en el viejo
control (p<0,001).

C. Sistema del glutatién (Tablas 22 y 23}

Fijdndonos en los niveles de GSH, en el grupo viejo tratado se produce un
incremento a la mitad del periodo experimental (p<0,05) para descender al final del



Tabla 16.- Actividad SOD en el pulmén de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD SOD (U SOD/mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 27,6 = 93 (8) 256 = 9.4 (6) 40,9 * 16,6 (6)
VIEJO CONTROL 157 = 6,2 (7) 249 = 6,9 (6) 321 = 94 (6)
JOVEN TRATADO 248 + 87(7) 31,8 = 9,5 (6) 276 £ 70(5
VIEJO TRATADO 349 = 54 (8) 23,6 + 50 (6) 170 = 34 (5)

Tabla 17.- Actividad CAT en el pulmén de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD CAT (pmoles HyO,/min . mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 753 = 59(7) 102,0 = 16,0 (6) 106,0 = 8,0 (6)
VIEJO CONTROL 105,5 £ 19,3 (7) 89,0 = 58 (6) 111,0 + 12,0 (6)
JOVEN TRATADO 73 L6(7 90 = 3,0(0) 120 £ 3,0 (6)
VIEJO TRATADO 60 = 1L6(7 10,0 = 4,0 (6) 80 £ 2,0(6)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar.

( ) = niimero de datos



Tabla 18.- Actividades GPx utilizando cumeno y H,O, en el pulmén de animales jévenes

y viejos de Rana perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD GPx,, (nmoles NADPH/min . mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 51,0 = 5.4 (8) 31,0 + 33 (6)% 40,0 = 5,0 (6)
VIEJO CONTROL 483 = 79 (8) 453 * 6,7 (6) 56,4 = 11,0 (6)
JOVEN TRATADO 573 + 78 (8) 433 = 72 (6) 49,5 = 10,2 (6)
VIEJO TRATADO 57,9 = 86 (8) 49,1 + 4,7 (6) 40,5 + 39 (6)

ACTIVIDAD GPxgy (nmoles NADPH/min . mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 42,0 = 4,7 (8) 31,7 = 3,6 (6) 385+ 71(6)
VIEJIOQ CONTROL 383 + 6,5 (8) 40,5 = 54 (6) 511 £ 6,5(6)
JOVEN TRATADO 503 £ 9,7 (8) 349 = 42 (6) 39,1 £ 9,1 (6)
VIEJO TRATADO 45,0 = 6,1 (8) 39,1 + 4.8 (6) 37,2 £ 2,5(6)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar. Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses
LL]

(p<0,01)

() = niimero de datos



Tabla 19.- Actividad GR en el pulm6n de animales j6venes y viejos de Rana perezi después

de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD GR (nmoles NADPH/min . mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 13,6 = 2,6 (8) 11,1 £ 1,7 (6) 14,0 £ 1,7 (6)
VIEJO CONTROL 12,8 + 23 (8) 11,7 + (,3 (6) 15,5 = 1,9 (6)
JOVEN TRATADO 171 * 2,5 (8) 16,5 + 2,4 (6) 163 = 1,5 (6)

VIEJO TRATADO 182

I+

2,1 (8) 163 3,6 (6) 147 £ 2,1 (6)

Tabla 20.- Actividad COX en el pulmén de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD COX (pmoles CIT C ox/min . mg prot)

14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 0,010 = 0,002 (6) 0,008 + 0,001 {6)
VIEJO CONTROL 0,027 = 0,014 (6) 0,006 = 0,0007 (6)
JOVEN TRATADO 0,011 = 0,002 (6) 0,009 = 0,002 (5)
VIEJO TRATADO 0,013 + 0,003 (6) 0,007 = 0,001 (5)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar.

( ) = namero de datos



Tabla 21.- Peroxidacién tisular in vivo e in vitro (sustancias TBA positivas) en el pulmén

de animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de

tratamiento.
PEROXIDACION TISULAR - TBA vivo (nmoles/g)
2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 89,0 = 10,5 (8) 51,8 + 93 (4)7" 307 64 (@7
VIEJO CONTROL 92,5 + 11,1 (8) 341z 94 (9" 33,0 + 11,5 (6)4""
JOVEN TRATADO  101,5 = 16,1 (8) 364 = 55 (67 21,0 = 52 (6%

VIEJO TRATADO 98,2

I+
n+

16,4 (8) 539 = 12,1 (5) 26,9 + 124 (5)%°

PEROXIDACION TISULAR - TBA vitro (nmoles/g)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL  208,6 + 42,2 (3) 1092 * 393 (4) 58,1 = 103 (5)%"
VIEJO CONTROL 2354 * 21,6 (3) 372+ 39057 712+ 178(6)%

JOVEN TRATADO 1596 * 173 (3) 1088 + 26,1 (6) 512 & 13,5 (5)°"
20,2 (3) 140,5 = 45,1 (5) 69,8 + 189 (5)

+

VIEJO TRATADO 1828

i+

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar. Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses

¥ (p<0,05)

" (p<0,01)

" (p<0,001)

() = ntmero de datos



Tabla 22.- Niveles de glutatién reducido en el pulmdén de animales jévenes y viejos de Rana

perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

JOVEN CONTROL
VIEJO CONTROL
JOVEN TRATADO
VIEJO TRATADO

GSH (pumoles/g)

2,5 meses

0,62 + 0,03 (9)
0,68 = 0,05 (9)
0,68 + 0,08 (9)
0,63 + 0,08 (9)

i+

14,5 meses
0,79 = 0,09 (6)
0,86 + 0,12 (6)
0,99 £ 0,10 (6)

1,51 £ 0,60 (6)7"

26,5 meses
0,44 + 0,19 (6)
0,48 = 0,16 (6)
0,51 = 0,33 (6)

021 = 0,05 (6)°"

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar. Los superindices

muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses

" (p<0,05)

( ) = nimero de datos



Tabla 23.- Sistema del glutatién en el pulmén de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

GSSG (pmoles/g)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 0,015 % 0,002 (7) 0,049 = 0,014 (6)“* 0,024 + 0,008 (6)
VIEJO CONTROL 0,018 + 0,005 (8) 0,027 = 0,008 (6) 0,023 + 0,009 (6)
JOVEN TRATADO 0,021 = 0,004 (8) 0,029 = 0,008 (6) 0,230 = 0,180 (6)
VIEJO TRATADO 0,032 + 0,012 (8) 0,035 = 0,014 (6) 0,180 + 0,130 (6)

GSSG/GSH

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 0,024 = 0,003 (7) 0,069 = 0,023 (6) 0,143 = 0,060 (6)
VIEJQ CONTROQOL 0,027 + 0,008 (8) 0,037 = 0,012 (6) 0,150 = 0,117 (6)
JOVEN TRATADO 0,036 = 0,008 (8) 0,031 = 0,009 (6) 0,530 = 0,310 (6)
VIEJO TRATADO 0,047 = 0,010 (8) 0,023 + 0,004 (6) 1,780 = 1,500 (6)

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar. Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo: # 2,5 meses; b 14,5 meses
*

{(p<0,05)

() = nimero de datos
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mismo.
Lo mismo sucede con los valores de GSSG del grupo joven control (p<0,05).

3.- Cerebro
A. Actividades enzimiticas (Tablas 24-28)

La actividad SOD del grupo viejo control se incrementa (p<0,01) tras 14,5
meses de periodo experimental, para estabilizarse después. En el caso del gi'upo joven
tratado el incremento es progresivo (p <0,05), alcanzando el valor méximo a los 26,5 meses

de tratamiento.

En el grupo joven control la actividad CAT se eleva a los 14,5 meses para

después volver a descender (p<0,05).

Por tltimo, sefialar el incremento en funcién del tiempo de la actividad GPx

utilizando perdxido de hidrégene como sustrato en el grupo viejo tratado (p <0,05).
B. Peroxidaci6n tisular (Tabla 29)

En este érgano el descenso del contenido de sustancias TBA positivas in vivo,
en funcién del tiempo, tiene lugar en los dos grupos tratados, j6venes y viejos. Este
descenso se produce desde el comienzo del experimento (p<0,05) y llega a ser importante
al final (p <0,001).

Sin embargo, en este caso el descenso de los niveles de peroxidacién in vitro no
es tan homogéneo y sélo alcanza la significacién en el grupo joven control donde ademis,

al final del periodo experimental los niveles de peroxidacién vuelven a aumentar (p <0,01).

C. Sistema del glutatién (Tabla 30)



Tabla 24.- Actividad SOD en el cerebro de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD SOD (U SOD/mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 362 * 6,6 (8) 1524 * 524 (6)%" 81,5 + 21,9 (6)
VIEIO CONTROL 472 % 9,5 (7) 138,7 £ 26,0 (6)%"" 96,0 + 22,9 (6)
JOVEN TRATADO 456 + 10,8 (7) 103,7 £ 26,6 (6) 129,1 = 34,7 (6)°"
VIEJIO TRATADO 405 = 7,0 (8) 1169 £ 26,7 (6) 121,3 £ 46,1 (6)

Tabla 25.- Actividad CAT en el cerebro de animales jévenes y viejos de Rana perezi

después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD CAT (pmoles H50,/min . mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 197 = 4,4 (7) 31,3 + 37 (6)% 17,7 = 12 (6)°°
VIEJO CONTROL 164 * 58 (7) 245 + 32 (6) 14,9 = 2,0 (6)
JOVEN TRATADO 32 = 08 (7) 41 + 1,1 (6) 2,5 £ 0,5 (6)
VIEJO TRATADO 22 * 08 (7) 29 £ 0,9 (6) 2,1 £ 0,5 (6)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estindar. Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo: 2 2,5 meses; b 14,5 meses

" (p<0,05)

™ (p<0,01)

{ ) = namero de datos



Tabla 26.- Actividades GPx utilizando cumeno y H,O, en el cerebro de animales jévenes

y viejos de Rana perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

JOVEN CONTROL
VIEJO CONTROL
JOVEN TRATADO
VIEJO TRATADO

ACTIVIDAD GPx, (nmoles NADPH/min . mg prot)

2,5 meses

533 = 50 (8)
71,2 = 11,9 (8)
526 + 6,4 (8)
469 + 53 (8)

14,5 meses

539 + 6,0 (6)
62,0 £ 9,5 (6)
653 + 10,9 (6)
630 = 9,4 (6)

I+

I+

26,5 meses

499 = 10,0 (6)
56,3 + 10,4 (6)
431 = 9,5 (6)
50,4 + 86 (6)

i+

JOVEN CONTROL
VIEJO CONTROL
JOVEN TRATADO
VIEJO TRATADO

ACTIVIDAD GPxgy (nmoles NADPH/min . mg prot)

2,5 meses

26,6 + 2,4 (7)
31,5 + 5,1 (7)
31,2 52 (8)
24,7 + 3,6 (8)

14,5 meses

374 + 3,7 (6)
37,5 + 2.8 (6)
36,6 + 1,5 (6)
30,1 + 3,7 (5)

+

26,5 meses

32,9 = 3,5 (6)
359 + 1,8 (6)
37,1 + 4,4 (6)
371 = 0,7 (6)°"

1+

1+

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar. Los superindices

muestran diferencias significativas con el grupo: ? 2,5 meses; b 14,5 meses

* (p<0,05)

( ) = nimero de datos



Tabla 27.- Actividad GR en el cerebro de animales jévenes y viejos de Rana perezi después

de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD GR (nmoles NADPH/min . mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 9,2 £ 15(8) 62 + 0,9 (5) 76 £ 0,5 (6)
VIEJO CONTROL 98 * 3,0(7) 7.2 £ 1,6 (6) 8,0 = 2,0 (6)
JOVEN TRATADO 78 £ 1,3 (8) 9,7 = 0,5 (6) 7.6 = 1,3 (6)
VIEJO TRATADO 7,7 = 1,3 (8) 123 = 2.0 (6) 7.6 = 1,4 (6)

Tabla 28.- Actividad COX en el cerebro de animales j6venes y viejos de Rana perezi

después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD COX (pmoles CIT C ox/min . mg prot)

14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 0,030 = 0,005 (6) 0,018 = 0,004 (6)
VIEJO CONTROL 0,030 £ 0,011 (6) 0,015 = 0,002 (6)
JOVEN TRATADO 0,041 £ 0,012 (6) 0,020 = 0,009 (6)
VIEJO TRATADO 0,038 + 0,011 (6) 0,023 + 0,004 (6)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar.

() = nimero de datos



Tabla 29.- Peroxidacién tisular in vivo e in vitro (sustancias TBA positivas) en el cerebro

de animales jG6venes y viejos de Rana perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de

tratamiento.
PEROXIDACION TISULAR - TBA vivo (nmoles/g)
2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 514 + 81 (8) 267 * 54 (6) 444 + 66 (5)
VIEJO CONTROL 616 + 51 (8) 202 + 51 (5)%" 387 + 42 (6)2"
JOVEN TRATADO 712 + 54 (8) 508 = 59 (6% 339 + 47 (4)%
VIEJIO TRATADO 719 = 72 (6) 468 + 60 (5)%" 316 + 52 (6)°
PEROXIDACION TISULAR - TBA vitro (nmoles/g)
2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 1403 + 192 (2) 498 = 73 (4)7"" 1133 + 154 (5)0*°
VIEJO CONTROL 1234 % 494 (2) 865 + 179 (5) 1107 + 87 (6)
JOVEN TRATADO 1018 + 144 (2) 902 + 81 (6) 834 + 215 (5)
VIEJO TRATADO 1433 = 25 (2) 926 = 203 (5) 1112 + 43 (5)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar. Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo: 4 2,5 meses; b 14,5 meses

" (p<0,05)

™ (p<0,01)

*** (p<0,001)

( ) = ntimero de datos




Tabla 30.- Niveles de glutatién reducido en el cerebro de animales jévenes y viejos de

Rana perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

GSH (pmoles/g)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 0,98 = 0,09 (9) 1,24 = 0,15 (6) 0,78 = 0,28 (6)
VIEIO CONTROL 0,98 = 0,09 (9) 1,26 + 0,16 (6) 0,81 = 0,20 (o)
JOVEN TRATADO 091 * 0,13 (9) 1,32 0,17 (4) 0,95 + 0,56 (6)
VIEJO TRATADO 0,73 £ 0,12 (8) 1,24 * 0,10 (5) 0,96 = 0,59 (6)

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar.

() = nomero de datos
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En el caso del GSH no se han producido cambios a lo largo del periodo

experimental.
4.- Rififn
A. -Actividades enzim4ticas (Tablas 31-35)

A nivel renal la Gnica actividad enzimdtica que sufre alguna variacién en
funcién del tiempo es la de la citocromo c oxidasa de los dos grupos jévenes, que desciende
ligeramente (p <0,05).

El resto de las actividades permanecen bastante constantes con la edad.

B. Peroxidacién tisular (Tabla 36)

En este caso no hay que seiialar variaciones para la peroxidacién, tanto in vivo

como in vitro.
C. Sistema del glutatién y dcido ascérbico (Tablas 37 y 38)

Al igual que en el cerebro tampoco se producen variaciones en funcién de la
edad. ’ '

V. ESTUDIO A MICROSCOPIA OPTICA DEL TIRQIDES
1.- Visualizacién (Figura 37)
Las preparaciones de los cortes de tiroides de nuestros animales muestran

tiroides normales. No hay formaciones anémalas ni en el epitelio folicular, ni en los

foliculos tiroideos ni en el coloide.
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Tabla 31.- Actividad SOD en el riii6n de animales jévenes y viejos de Rana perezi después

de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

JOVEN CONTROL
VIEJO CONTROL
JOVEN TRATADO
VIEJO TRATADO

ACTIVIDAD SOD (U SOD/mg prot)

14,5 meses

62 = 6,7 (4)

89 = 7,0 (4)
91 + 16,0 (4)
94 + 19,0 (4)

I+

+

26,5 meses

85+ 9(4)
94 + 33 (5)
60 £ 9(5)
105 = 35 (4)

i+

I+

Tabla 32.- Actividad CAT en el riién de animales jévenes y viejos de Rana perezi después

de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

JOVEN CONTROL
VIEJO CONTROL
JOVEN TRATADO
VIEJO TRATADO

ACTIVIDAD CAT (pmoles H5O,/min . mg prot)

14,5 meses

98 + 24 (4)

137 + 26 (4)
16 + 4 (4)
10 + 3 (4)

W

1+

26,5 meses

125 + 12 (4)
106 = 7 (5)
16 = 4 (5)
15 6(4)

I+

I+

Los resultados se expresan como la media aritmética *+ el error estdndar.

()

nimero de datos



Tabla 33.- Actividades GPx utilizando cumeno y H,0O, en el rifién de animales jévenes y

viejos de Rana perezi después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD GPx, (nmoles NADPH/min . mg prot)

14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 91 = 9(4) 108 = 15 (4)
VIEJO CONTROL 135 + 11 (4) 132 = 28 (5)
JOVEN TRATADO 38 =+ 8 (4) 103 = 13 (5)
VIEJO TRATADO 83 +£18(4) 88 + 20 (4)

ACTIVIDAD GPxy (nmoles NADPH/min . mg prot)

14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 74 £ 5(4) 86+ 54
VIEJO CONTROL 101 = 11 (4) 93 = 21 (5)
JOVEN TRATADO 47 + 2 (4 69 = 11 (5)
VIEJO TRATADO 55 7(4) 50 = 11 (4)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar.

( ) = nmimero de datos



Tabla 34.- Actividad GR en el rifién de animales j6venes y viejos de Rana perezi después

de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD GR (nmoles NADPH/min . mg prot)

14,5 meses
JOVEN CONTROL 13+ 1,7(4)
VIEJO CONTROL 19 = 30(4)
JOVEN TRATADO 92 + 13,0 (4)
VIEJO TRATADO 135 + 18,0 (4)

26,5 meses
17 = 2,6 (4)
18 =+ 4,0(5)
114 = 90 (5
88 = 150 (¢)

Tabla 35.- Actividad COX en el rinén de animales jévenes y viejos de Rana perezi después

de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ACTIVIDAD COX (pmoles CIT C ox/min . mg prot)

14,5 meses
JOVEN CONTROL 0,025 % 0,003 (4)
VIEJO CONTROL 0,021 £ 0,006 (4)
JOVEN TRATADO 0,027 £ 0,001 (4)
VIEJO TRATADO 0,023 = 0,004 (4)

26,5 meses

0,017 £ 0,001 (5)?°
0,012 + 0,001 (5)
0,015 = 0,003 (5)°°
0,017 0,002 (4)

H+

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar. Los superindices

muestran diferencias significativas con el grupo: b 14,5 meses

* (p<0,05)

() = nimero de datos



Tabla 36.- Peroxidacién tisular in vivo € in vitro (sustancias TBA positivas) en el rifién de

animales jévenes y viejos de Rana perezi después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

PEROXIDACION TISULAR - TBA vivo (nmoles/g)

14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 51 3{(4) 40 = 12 (4)
VIEJO CONTROL 48 x 15 (3) 73 £ 12(4)
JOVEN TRATADO 74 + 4(4) 521014
VIEJO TRATADO 90 + 18 (3) 57 £ 16 (4)

PEROXIDACION TISULAR - TBA vitro (nmoles/g)

14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 136 + 28 (4) 102 = 31 (3)
VIEJIQ CONTROL 88 + 23 (2) 134 + 36 (4)
JOVEN TRATADO 113 + 12 (4) 99 x 34 (3)
VIEJIQO TRATADO 153 + 16 (2) 69 + 45 (3)

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar.

() = nimero de datos



Tabla 37.- Niveles de glutatién reducido en el riién de animales j6venes y viejos de Rana

perezi después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

GSH (pmoles/g)

14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 0,73 £ 0,12 (4) 0,55 = 0,02 (4)
VIEJO CONTROL 0,74 £ 0,18 (4) 0,70 = 0,07 (4)
JOVEN TRATADO 1,19 + 0,20 (4) 0,81 = 0,15 (4)
VIEJO TRATADO 1,44 + 0,30 (4 0,73 £ 0,12 (4)

Tabla 38.- Niveles de 4cido ascérbico en el rifién de animales jévenes y viejos de Rana

perezi después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.

ASCORBICO (pmoles/g)

14,5 meses 26,5 meses
JOVEN CONTROL 0,17 £ 0,05 (4) 0,19 = 0,06 (4)
VIEJO CONTROL 0,16 £ 0,04 (4) 0,20 = 0,05 (4)
JOVEN TRATADQ 0,39 = 0,09 (4) 0,17 = 0,06 (4)
VIEJO TRATADO 0,24 = 0,08 (4) 0,39 = 0,20 (4)

Los resultados se expresan como la media aritmética * el error estdndar.

() = nimero de datos



Figura 37.- Fotomicrografia éptica de un corte de tiroides de Rana perezi.

(a) tiroides de un animal control. (b) tiroides de un animal tratado (x 160).
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1.- Estado general de los tejidos (Figura 38)

En la Figura 38 se muestra el estado de las mitocondrias (Figura 38a) y de las
vainas de mielina (Figura 38b) en cortes de corteza cerebral de animales tratados. En
ambos casos no se aprecia ningdn tipo de anormalidad o alteracién, lo que nos indica que

el tratamiento no ha afectado el buen estado de los tejidos.

2.- Tipos de grinulos de lipofuscing (Figuras 39 y 40)

En la Figura 39 se muestran grdnulos primarios (Figura 39a) y grénulos
secundarios (Figura 39b). Los grdnulos primarios, también denominados tipo lisosoma,
presentan un aspecto homogéneo a diferencia de los secundarios, en los que ya comienza

a apreciarse una heterogeneidad, con zonas claras y oscuras.

En la Figura 40 aparecen grdnuios terciarios o tipo lipofuscina, en los que el

aspecto heterogéneo es evidente. Se aprecian zonas muy oscuras, otras de una intensidad

intermedia y zonas de aspecto totalmente claro.

(Figuras 41y 42)

En las Figuras 41 y 42 se muestra la acumulacién de lipofuscina en neuronas
corticales en los distintos grupos experimentales después de 14,5 meses de tratamiento. Los
animales viejos controles (Figura 41b) acumularon mayor cantidad de grinulos de
lipofuscina, y de aspecto més heterogéneo, que los animales jévenes controles (Figura 41a),

aunque no se realizé un estudio morfomeétrico riguroso.

Por el contrario, los animales viejos tratados muestran pocos grdnulos de
lipofuscina y ademéds de un grado de heterogeneidad similar al de los animales jévenes
controles. Muchas neuronas presentan incluso una ausencia total de grdnulos de lipofuscina

en su citoplasma (Figura 42).



Figura 38.- Fotomicrografia electrénica (a) de mitocondrias (x 73.300) y (b) de vaina de mielina (x 220.000) de la corteza cerebral de animales

de Rana perezi tratados con aminotriazol.



Figura 39.- Fotomicrografia electrénica de granulos o lisosomas (a) primarios (x 125.000) y (b) secundarios (x 18.300) en cortes de corteza

cerebral de animales de Rana perezi.



IIgUra 4u.-  roromicrogratia €1ectronica de granulos terciarios o upo lipotuscina en cortes de corteza cerebral de animales de Rana perezi (x
18.300).
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Figura 41.- Fotomicrografia electrénica mostrando la acumulacién de lipofuscina en neuronas corticales de animales (a) controles jévenes (x

4.400) y (b) viejos (x 6.500) de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento.



Figura 42.- Fotomicrografia electrénica de una neurona cortical de un animal viejo tratado

de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento, mostrando ausencia de acumulacién

de lipofuscina (x 10.000).
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4.- Acumulacién de lipofuscina después de 26,5 meses de tratamientg (Figura 43)

Los animales viejos controles volvieron a mostrar después de 26,5 meses de
tratamiente una acumulacién de grdnulos de lipofuscina heterogéneos en su corteza
cerebral (Figura 43a). Sin embargo, y contrastando con los resultados del afio anterior,
después de- 14,5 meses de tratamiento, los animales viejos tratados no mostraron un
descenso en el namero de depdsitos de lipofuscina en su tejido cerebral (Figura 43b). Por
el contrario, se aprecia una acumulacién de grdnulos de lipofuscina heterogéneos

claramente superior en los animales viejos tratados que en los viejos controles.



Figura 43.- Fotomicrografia electrénica mostrando la acumulacién de lipofuscina en neuronas corticales de animales viejos controles (a) y

tratados (b) de Rana perezi después de 26,5 de tratamiento (x 10.000).
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El tratamiento con aminotriazol (AT) para inhibir la actividad catalasa de Rana
perezi ha resultado muy eficaz, consiguiéndose una inhibicién casi total de actividad en
todos los 6rganos. Estos % de inhibicidn oscilaron entre el 80-90% y estdn de acuerdo con
los resultados de trabajos anteriores en esta misma especie (Lépez Torres, 1988; Barja de
Quiroga et al, 1989b; Lépez-Torres et al, 1990a). Grados similares de inhibicién de
actividad catalasa por aminotriazol in vivo se han encontrado en extractos completos de
Musca domestica (Allen et al, 1983) y en el higado de cobayas (Geerts y Roels, 1982) y
ratones (Jones y Neill, 1982) utilizando dosis de inhibidor an4logas, asf como en el cerebro
de rata (Yusa et al, 1987) o en cultivos de hepatocitos (Starke y Farber, 1985).

El peso de nuestras ranas no se ha visto afectado por el tratamiento con
aminotriazol, contrastando con las reducciones de peso descritas en ratones tratados
también con este firmaco (Jones y Neill, 1982). Estas reducciones de peso fueron debidas
al descenso esponténeo de la ingesta y también se produjo una reduccién de la cantidad de
grasa corporal (Jones y Neill, 1982). Como ya sabfamos por trabajos anteriores (Lépei
Torres, 1988; Barja de Quirogzi et al, 1989b; Lépez-Torres et al.,, 1990a) el apetito aparente

de Rana perezi no se ve alterado por el tratamiento con aminotriazol.

La evolucién del peso en los cuatro grupos con el paso del tiempo en el
laboratorio no ha sufrido modificaciones dignas de mencién, lo que nos da idea de que la
dieta ha resultado suficiente para cubrir los requerimientos minimos de esta especie
durante todo el ciclo vital adulto.

En cuanto al peso total de los distintos 6rganos, no se aprecian modificaciones
debidas a la edad o al tratamiento. No disponemos de datos previos sobre el efecto del AT
en el peso de distintos 6rganos, a excepcién de un finico trabajo de nuestro grupo en el que,
tras 15 dfas de tratamiento con AT, inyectado cada 48 horas, sf se producia un incremento
en el peso total del pulmén, aunque no en el relativo, no existiendo variaciones en los otros
6rganos (Lépez Torres, 1988; Barja de Quiroga et al, 1989b; Lopez-Torres et al, 1990a).

Las diferencias de dosis y duracién del tratamiento tampoco nos permiten establecer
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comparaciones. Pero lo que si se puede afirmar, es que Rana perezi parece mostrar una
capacidad global mayor que los mamiferos para tolerar el tratamiento con aminotriazol sin

sufrir cambios deletéreos.

Esto se ve corroborado por los resultados obtenidos en nuestro estudio a
microscopfa. 6ptica del tiroides. Se ha descrito cémo el AT da lugar a dafio hepitico en la
rata, produciendo una hipertrofia de los hepatocitos (Reitze y Seitz, 1985). El AT también
afecta al tiroides; ejerce un efecto inhibidor sobre la peroxidasa tiroidea y la disminucién
de la cantidad de hormona tiroidea circulante constituye un estimulo para que la hipéfisis
produzca un exceso de tirotropina, provocando la hiperplasia de la glindula tiroidea. Se han
descrito también, inducciones de tumores por AT en el tiroides, higado, hipéfisis y
parpados, y carcinomas en el conducto auditivo de ratas (Steinhoff et al, 1983), pero no en
el ratén o en el hamster. Sin embargo, los tiroides de nuestras ranas tratadas con AT
presentan un aspecto histolégico completamente normal, lo que estd de acuerdo con la

ausencia de alteraciones morfoldgicas debidas al AT en Rana perezi.

Una posible explicacién para esta mayor resistencia de Rana perezi al
tratamiento con AT podemos encontrarla en los elevados niveles endégenos de enzimas
antioxidantes constil_:utivas, especiahnénfe GPx, éﬁ relacién con su tasa metabélica global,
comc_i ya hemos sefialado en trabajos anteriores (Lépez Torres, 1988; Barja de Quiroga et
al, 1989b; Lépez-Torres et al, 1990a). La actividad GPx en Rana perezi es superior a la de
otras especies de anfibios como por ejemplo Discoglossus pictus; atn mds, la actividad
absoluta GPx de algunos 6rganos de Rana perezi excede a veces la de tejidos homélogos de
mamiferos pequefios como son ratones, ratas, cobayas y hamsters (Igarashi et al, 1983;
Warshaw et al, 1985; Kihistrém et al, 1986). El hecho de que Rana perezi presente
actividades GPx similares a las descritas para mamiferos, mientras que su tasa metabdlica
es cerca de un orden de magnitud inferior a la de especies de mamiferos de un tamaio
semejante, y que por estudios comparados se sepa que la sensibilidad a la toxicidad del
oxigeno en los vertebrados estd directamente relacionada con la tasa metabélica de la
especie considerada (Barthelemy et al, 1981), hace suponer que la relacién actividad
GPx/tasa de generacién de Hzo,_ in vivo es probablemente mucho m4s alta en los tejidos

de Rana perezi con las consiguientes ventajas que ello puede suponer.
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antioxidante. Los datos, sin embargo, son compatibles con una presencia continua de
radicales libres en el tejido a lo largo de la vida del individuo, lo que provocaria una tasa

de envejecimiento constante.

El Gnico pardmetro que en las comparaciones longitudinales de nuestro trabajo
ha mostrado un descenso sistemdtico en los cuatro grupos, en funcién de la edad, ha sido
la peroxidacién tisular. Sin embargo, en las medidas anuales, en ninguno de los tres afios
se apreciaron diferencias entre animales jévenes y viejos. Esto nos hace pensar que el
descenso observado longitudinalmente, de los valores de peroxidacién, no est4 ligado a la

edad de las ranas, sino al tiempo de estancia en el laboratorio.

Existen varios factores que pueden contribuir a los valores finales de
peroxidacién tisular (TBA), pérd uno de los méds importantes es la cantidad de
antioxidantes liposolubles endégenos en los tejidos. Se ha visto que la vitamina E (derivada
de la dieta), que es el principal antioxidante de las membranas biolégicas, se acumula en
los tejidos de ratas de laboratorio desde los 3 a hasta los 30 meses de edad (Vatassery et
al, 1984; Rikans et al, 1991). Como la peroxidacién tisular se ve fuertemente inhibida por
la vitamina E end6gena, la acumulacién dependiente del tiempo de ésta en los tejidos de
la rana .explicaria los descensos observados. En nuestro trabajo no contemplamos esta
posibilidad, pero no conviene olvidar que nuestros animales, desde su llegada al laboratorio,
han recibido como complemento de su dieta un complejo vitaminico y mineral hasta el final

del experimento, 33 meses mds tarde.

Los datos del cerebro de Rana perezi indican que un aumento del estrés
oxidativo y un descenso de las defensas antioxidantes no tiene lugar en nuestras ranas
viejas. Como ya ocurrfa en el pulmén, no se producen variaciones en ninguna de las
enzimas antioxidantes estudiadas, niveles de glutatién y peroxidacién tisular.

Los niveles de GSSG en el cerebro no fueron detectables por estar fuera del
limite de sensibilidad del método. Esto contrasta con su presencia en el cerebro de rata
(Benzi et al, 1988a), a concentraciones muy bajas, unas mil veces menores que las de GSH,

utilizando el mismo método de medida.
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La edad de los animales no aumentd los valores de peroxidacién en el cerebro
o la susceptibilidad a la misma y tampoco provocé el descenso de los antioxidantes
cerebrales en ninguno de los tres ailos en los que se llevé a cabo el estudio. Lo mismo
ocurrié al hacer comparaciones longitudinales dentro de cada grupo. En este caso, se han
observado incrementos durante el primer afio, que no se han repetido después, de las_
actividades enzimiticas SOD y CAT, y descensos en los valores de peroxidacién. Como ya
hemos sefialado anteriormente, estas variaciones las atribuimos, més que a un efecto de la
edad, a una mejor alimentacién de los animales en el laboratorio que la que recibian antes
de ser capturados. La dieta del laboratorio inclufa, como es usual en las dietas estdndar, un
. complejo vitaminico y mineral. Muchas de estas enzimas poseen metales en su estructura
¥y, por otro lado, se conoce el efecto de vitaminas antioxidantes disminuyendo los niveles
de peroxidacién. Estos dos datos nos lievan a pensar que las variaciones observadas son
debidas a la dieta y no un reflejo del envejecimiento, lo que parece confirmarse con la
ausencia de diferencias significativas en las comparaciones anuales, as{ como por la falta

de continuidad de estas variaciones después del primer afio.

Como ya ocurrfa con el pulmén, la mayor parte de los datos sobre
envejecimiento y radicales provienen de trabajos en cerebro de mamiferos y concretamente,
del cerebro de rata. Ademds, en la mayor parte de los casos no se han realizado estudios
completos y globales, por lo que existen muchos datos contradictorios; sin embargo, la
mayorfa de los trabajos demuestran una ausencia de cambios en pardmetros relacionados
con los radicales libres con la edad en el cerebro de roedores (Barja de Quiroga et al,
1990).

De todas formas, en cerebro de roedores viejos se han descrito valores similares
(Kellog y Fridovich, 1976; Mizuno y Ohta, 1986; Cand y Verdetti, 1989; Ansari et al, 1989;
Kurobe et al., 1990; Semsei et al, 1991; Ciriolo et al, 1991), descensos (Benzi et al, 1988b;
Vanella et al, 1989; Rao et al, 1990b; Mariucci et al, 1990) o incluso incrementos (Dahn
et al, 1983; Sohal et al, 1990b; Ciriolo et al, 1991) de actividad SOD comparando con los
niveles en adultos jévenes maduros. Con la actividad CAT ocurre !o mismo y asi, en
algunos trabajos no se ve modificada (Ansari et al, 1989; Tayarami et al, 1989), en otros
baja (Cand y Verdetti, 1989; Semsei et al, 1989; Rao et al, 1990b; Ciriolo et al, 1991} y
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también existen trabajos en los que se han descrito incrementos de actividad CAT con la
edad (Schal et al, 1990b). Con la actividad glutatién peroxidasa (GPx) vuelve a repetirse
este patrén poco definido de ausencia de variaciones {(Mizuno y Ohta, 1986; Ansari et al.,
1989; Rao et al, 1990b; Sohal et al, 1990b; Ciriolo et al, 1991) o incrementos (Vitorica et
al, 1984; Benzi et al, 1989; Ciriolo et al, 1991). La GR no varia (Mizuno y Ohta, 1986),
disminuye (Benzi et al, 1989) o aumenta (Hothersall et al, 1981; Sohal et al, 1990b). En
cuanto a los niveles de glutatién, se han descrito descensos de GSH y aumentos paralelos
de GSSG y GSSG/GSH durante el envejecimiento en cerebro de ratas Wistar (Benzi et al,
1988a) mientras que no se producen cambios en los niveles de GSH en otros trabajos
realizados con ratas Fisher 344 (Rikans y Moore, 1988; Benzi et al, 1990).

De forma anéloga a lo que ocurre con las defensas. antioxidantes y en lo que
a valores de peroxidacién se refiere, se han encontrado aumentos de los valores de
peroxidacién in vivo (Mizuno y Ohta, 1986; Sawada y Carlson, 1987) y descensos (Cand y
Verdetti, 1989). En el caso del TBA in vitro no se han descrito cambios durante el
envejecimiento (Ansari et al, 1989; Barja de Quiroga et al, 1990} o se han producido

descensos (Devasagayam, 1989). Parte de estas discrepancias pueden atribuirse a

_ diferencias en la estirpe o en la edad elegida. En algunos estudios se utilizan como animales

jovenes animales de 4 meses que no son completamente maduros, mientras que en otros
trabajos en los que se describen descensos claros en animales muy viejos, ratas de hasta 35
meses, en los que la presencia de patologfas es muy frecuente, estos descensos no se

producen en animales seniles de 25 meses (Benzi et al, 1988b).

Estudios realizados en cerebro humano ponen de manifiesto una constancia de
los valores de actividad SOD (Tolmasoff et al, 1980) y peroxidacién in vitro (Cutler, 1985),
es decir, susceptibilidad a la peroxidacién, durante el envejecimiento desde los 20 hasta los
80 afios. También la constancia de los valores de actividad citocromo c oxidasa en nuestro
trabajo estd de acuerdo con los datos procedentes de la corteza cerebral de rata (Gorini ez
al., 1989).

Por {ltimo, en lo que al efecto de la edad sobre los pardmetros estudiados se

refiere, los datos en higado y rifién tampoco muestran un descenso de la capacidad
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antioxidante enzimdtica o no enzim4tica y un incremento de la peroxidacién al comparar
grupos transversal o longitudinalmente. Unicamente en el higado, el primer afio se observa
un descenso de la actividad SOD y un incremento de la actividad GPx no Se dependiente
en el grupo de animales viejos. Mientras que en el riiién, serd la actividad GPx Se
dependiente la que aumente el segundo aiio, aiio en el que en las comparaciones entre
grupo joven y viejo también observamos un incremento importante del cociente
GSSG/GSH en el higado del grupo de animales viejos. Sin embargo, en la mayor parte de

los casos se observé repetidamente una falta de diferencias entre animales j6venes y viejos.

Con los valores de peroxidacién in vitro en el higado, vuelve a pasar lo mismo
que en los érganos anteriores al comparar los resultados longitudinalmente, observindose

un descenso significativo, asf como un aumento de actividad SOD y GPx.

Todos estos resultados contrastan con los obtenidos en Musca domestica. En
homogenados del animal completo se han descrito claros descensos de las principales
enzimas antioxidantes como son la SOD, la CAT y también en los niveles de GSH junto
con incrementos agudos de GSSG y TBA in vivo e in vitro, a pesar del descenso del
CONSUMo dg oxigeno en funcién de la edad (Schal et al, 1983; Sohal et al, 1985; Sohal y
Allen, 1986; Farmer y Sohal, 1989). El hécho de que estos trabajos estén realizados en
extractos del animal completo plantea problemas de interpretacién y complica su
comparacién con los obtenidos en diferentes 6rganos de vertebrados. Descensos de los
niveles de glutatién con la edad han sido también encontrados en homogenados completos
~ de mosquitos, Aedes aegypti, cuya longevidad méxima es parecida a la de Musca domestica
(Richie y Lang, 1988). Sin embargo, un trabajo reciente también realizado por el grupo de
Sohal en otra especie de insecto ya no estd tan de acuerdo con los anteriores resultados.
En ese trabajo realizado en Drosophila melanogaster se han encontrado descensos de CAT,
GR y GSH, GSH/GSSG y NADPH/NADP™* en animales viejos mientras que Ia SOD y el
cociente NADH/NAD* aumentaron, la concentracién de H,0, no vari6, y los niveles de
peroxidacién in vivo descendieron (Sohal et aL, 1990a).

A pesar de los resultados anteriores (Sohal, 1986), en higado y rifién de

mamiferos los trabajos vuelven a ser contradictorios y no existe un patrén claro de
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variacién. En estudios realizados en higado de rata, la actividad SOD no ha variado con la
edad (Lammi-Keefe et al, 1984; Koizumi et al, 1987; Kurobe et al, 1990; Sohal et al,
1990b; Masoro et al., 1991), o ha descendido (Kellog y Fridovich, 1976; Reiss y Gershon,
1976; Cand y Verdetti, 1989; Semsei et al, 1989; Rao et al., 1990a; Semsei et al, 1991). Con
la actividad CAT ocurre lo mismo, no varfa (Koizumi et al, 1987; Sohal et al, 1990b;
Masoro et al, 1991), o disminuye (Ross, 1969; Baird y Samis, 1971; Cand y Verdetti, 1989;
Laganiere y Yu, 1989; Semsei et al, 1989; Rao et al,1990a). La GPx no Se dependiente de
higado de rata (Cand y Verdetti, 1989) y ambas GPx junto con la GR del higado de ratén
descienden con la edad en algunos estudios (Hazelton y Lang, 1985). En otros casos las
actividades GPx y GR aumentan (Rao et al, 1990a; Sohal et al, 1990b), o no varfan
(Laganiere y Yu, 1989; Masoro et al, 1991).

En cuanto a los niveles de GSH, se mantienen (Rikans y Moore, 1988; Carrillo
et al, 1989) o descienden (Hazelton y Lang, 1980; Stohs y Lawson, 1986; Laganiere y Yu,
1989). Un descenso progresivo en funcién de la edad de los niveles de GSH en plasma,
parimetro que normalmente refleja los niveles de GSH en higado, ha sido descrito en
humanos utilizando una muestra de gran niimero de personas, mientras que en este mismo
estudio los valores de GSSG no variaron (Miiller et aL, 1989). Tampoco se modificaron con
la edad los niveles de GSSG en trabajos realizados en higado de ratén (Hazelton y Lang,
1980). Los niveles de ascorbato tampoco descendieron con la edad en el Gnico trabajo que
hemos encontrado (Masoro et al, 1991). Resulta interesante que uno de estos trabajos
negativos (Sohal et al, 1990b) proviene del mismo laboratorio en el que se obtuvieron
claros descensos de antioxidantes con la edad en Musca domestica, pero no en Drosophila

melanogaster.

Recientemente se ha sugerido que el efecto de la edad depende del sexo en el
caso de la actividad CAT en el higado (Rikans et al, 1991). Los machos mostrarian
descensos mientras que las hembras presentarfan incrementos al envejecer. Sin embargo,
el estudio minucioso de la bibliografia demuestra que el sexo no puede explicar el cardcter
contradictorio de los resultados, ya que se han descrito tanto descensos (Laganiere y Yu,
1989; Semsei et al, 1989; Rao et al, 1990a) como ausencia de cambios (Sohal et al, 1990b)
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para la CAT del higado de rata macho, mientras que otros (Koizumi et al, 1987) han

demostrado una ausencia de variaciones para la misma enzima y tejido, en ratas hembras.

De todo lo expuesto hasta el momento se deduce que las enzimas antioxidantes
y otros antioxidantes en general, exhiben un patrén mixto en funcién de la edad. En cada
6rgano examinado, unas enzimas se mantienen, otras disminuyen y algunas aumentan,
Aunque no resulta ficil aclarar estos datos contradictorios conviene tener en cuenta algunas

consideraciones.

En la mayor parte de los trabajos, la GPx es la enzima antioxidante que no
suele descender con la edad o incluso muestra una tendencia a aumentar. Por otro lado,
hay que sefialar que la mayoria de los trabajos utilizan un nimero de edades muy limitado.
En este sentido, el estudio m4s cdinpleto que conocemos es el de Kurobe de 1990 (Kurobe
et al, 1990) que incluye 7 edades diferentes a lo largo del ciclo vital de la rata y en el que
no se encontraron variaciones de actividad SOD con la edad en los tres 6rganos estudiados,

higado, rifién y cerebro.

Aparte de las diferencias que puede suponer el uso de distintas metodologfas
y distintas cepas, algunos descensos con la edad pueden ser debidos a que las condiciones
de mantenimiento de los animales a largo plazo no sean 6ptimas. Por otro lado, cuando se
encuentran descensos de algn antioxidante particular, normalmente se trata de descensos
de poca magnitud y su significado fisiolégico no estd en absoluto claro. Es aventurado
interpretar estos descensos como una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo en los
animales viejos, sin tener otros tipos de informacién como los cambios en la tasa de

generacién de radicales con la edad.

Se han observado repetidamente descensos en la generacién' de radicales de
oxigeno in vitro en ratas viejas (Floyd et al, 1984; LeBel y Bondy, 1991) y sélo un trabajo,
que utiliza resonancia electrénica de espin, describe importantes incrementos en la
generacién de radical superéxido por parte de mitocondrias de cerebro y corazén de rata
con la edad (Sawada y Carlson, 1987), al igual que en particulas submitocondriales en el
misculo de Musca domestica (Farmer y Sohal, 1989). Si la generacién de radicales
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disminuye in vivo con la edad, lo que parece verse confirmado por un reciente trabajo
realizado también con resonancia electrénica de espin (Zhan et al, 1992) y por los datos
negativos del higado en el trabajo de Sawada y Carlsson, los descensos de defensas
antioxidantes que se han observado ocasionalmente podrian ser sélo un fenémeno
fisiolGgico de tipo compensatorio de regulacién negativa o a la baja, en vez de un cambio

deletéreo que conduzca a un mayor estrés oxidativo.

Por iltimo, otro de los grandes problemas en este campo es que la mayoria
de los trabajos estudian un solo antioxidante o muy pocos. Este hecho complica mucho la
interpretacién de los resultados ya que se sabe que los antioxidantes celulares estdn bajo
control homeostético (Sohal et al, 1984; Cutler, 1984; este trabajo). Por ello, un descenso
en un antioxidante concreto puede ser compensado por un aumento de otro que no haya
sido objeto del estudio. De ahf la necesidad de trabajos globales que intenten estudiar el
sistema antioxidante completo durante el envejecimiento. En uno de los pocos trabajos de
este tipo realizados hasta la fecha, no se observaron variaciones con la edad en las
actividades SOD, CAT, GPx Se y no Se dependiente, y GR,; en los niveles de GSH, GSSG
y GSSG/GSH, o en los valores de peroxidacién in vive (Barja de Quiroga ef al., 1990a;
Pérez et al, 1991). - '

h]_'.)e manera similar a lo que ocurre con las defensas antioxidantes, la Gnica
especie en la que se han descrito claros incrementos de peroxidacién lipidica con el
envejecimiento es Musca domestica. En roedores, por el contrario, se han encontrado
incrementos (Devasagayam, 1986; Stohs y Lawson, 1986; Sawada y Carlson, 1937) y
descensos en el higado de rata (Cand y Verdetti, 1989; Levitsky et al, 1989; Jiet al, 1990)
y ausencia de cambios o descensos en microsomas hepiticos (Devasagayam y Pushpendran,
1986), de los valores de peroxidacién tisular, TBA in vivo, que resultan de la aplicacién
directa del test del TBA a muestras biolégicas. En Rana perezi, como se deduce de nuestros
datos, no se producen variaciones con la edad en contraste con los descensos descritos en
Drosophila melanogaster (Sohal et al, 1990a). Comprobamos de nuevo la ausencia de un
patrdn claro en el incremento de los valores de peroxidacién in vive en un amplio abanico

de especies, que no permite generalizar conclusiones, ni siquiera en el caso de los insectos.
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Por otro lado, el test del 4cido tiobarbitlirico (TBA) es un test muy sensible
pero poco especifico. Hemos comprobado en varias especies, como ocurre en este trabajo,
que los valores de MDA por este método pueden llegar a ser incluso de cinco a diez veces
mayores que los de MDA analizado por HPLC en las mismas muestras. Esto significa que
hasta un 80-90% de los valores de TBA in vivo no son MDA sino que se trata de
compuestos relacionados con la peroxidacién lipfdica {Sevanian y Hochstein, 1985), como
los hidroperéxidos, o incluso no relacionados, como ocurre con la glucosa y otros
compuestos. De hecho, la validez del TBA in vivo como indicador de peroxidacién durante

el envejecimiento ha sido cuestionada recientemente (Sohal et aL, 1990a).

Sin embargo, si la muestra es sometida a un estrés peroxidativo antes de hacer
el test del TBA, es decir, cuando se trata de peroxidacién o TBA in vitro, los valores se
multiplican y las interferencias de sustancias no relacionadas cdn la peroxidacion lipidica
se minimizan hasta el 8-9% o menos. Desgraciadamente, existen pocos trabajos cinéticos
de la tasa de produccién de perdxidos tisulares in vitro en animales viejos. Sin embargo, la
mayoria de ellos son coincidentes y muestran un descenso de la tasa de peroxidacién in vitro
con la edad o una ausencia de cambios. Asi ocurre en microsomas hepéticos de rata,

utilizando NADPH para inducir la peroxidacién (Devasagayam, 1986), o ascorbato

(Devasagayam y Pushpendran, 1986). Mis recientemente se han encontrado resultados

similares en microsomas de corteza cerebral de rata (Devasagayam, 1989). Otros autores
no han encontrado variaciones en el cerebro de rata midiendo a un tiempo Gnico, como ya
se ha sefialado al comentar los datos del cerebro (Ansari et al, 1989). En uno de los
trabajos més completos realizado en distintos tejidos de rata, en nuestro laboratorio, se han
encontrado también descensos en ratas viejas en el caso del higado, y no hubo variaciones
en el pulmén y en el cerebro (Barja de Quiroga et al, 1990a; Pérez et al, 1991; Barja de
Quiroga et al, 1992; Lopez-Torres et al, 1992). Nuestros resultados en Rana perezi estin
totalmente de acuerdo con todos estos trabajos. Hay que destacar que nuestros datos, tanto
los de Rana perezi como los del trabajo realizado en rata, junto con los del grupo de
Devasagayam, son los Gnicos en los que el proceso de peroxidacién in vitro se ha seguido
cinéticamente en funcién del tiempo; en el resto de los trabajos se trata de una medida
puntual. La total coincidencia de estos trabajos cinéticos apoya los resultados y en el caso

de nuestro trabajo en rata amplia el descenso en la peroxidacién hepdtica descrito por
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Devasagayam en microsomas, al higado y cerebro completos. A pesar de que la mayor parte
de los trabajos estdn de acuerdo sobre este punto, existe alguno en el que se describen
incrementos de la peroxidacion in vitro (Player et al, 1977), pero en general y coincidiendo
con los resultados del presente trabajo, que demuestran una ausencia de cambios con la
edad en higado, rifién, pulmones y cerebro de Rana perezi, se han encontrado resultados
similares en el cerebro de ratones de campo, babones, monos rhesus, y en el hombre desde
los 15 hasta los 80 afios (Cutler, 1985).

En cuanto al significado de estos descensos de peroxidacién, no parece légico
que indiquen un menor grado de estrés oxidativo en los animales viejos. Como ya se ha
apuntado anteriormente, los valores finales de peroxidacién in vitro dependen de varios
factores entre los que se incluyen sistemas generadores de radicales, las distintas cantidades
de sustratos peroxidables, principaln:nente el contenido de 4cidos grasos poliinsaturados, y
de antioxidantes liposolubles inicialmente presentes en las muestras. Por esta razén,
descensos en el grado de insaturacién de los 4cidos grasos (Bordoni et al, 1988), que son
el sustrato preferido de la peroxidacién, acompafiados de los correspondientes incrementos
de microviscosidad de las membranas hepdticas (Nukobo, 1985) junto con aumentos de
antioxidantes liposolubles como el a-tocoferol, que han sido descritos en tejidos de animales
viejos (Vatassery et al, 1984; Rikans y Moore, 1988; Rikans et al, 1991), podrian ser
responsables de estos descensos en los niveles de peroxidacién in vitro con la edad. De
acuerdo con esta explicacién estd el descubrimiento reciente de que la actividad 6-
desaturasa disminuye en el higado, pero no en el cerebro de roedores viejos (Bourre et al,
1990).

Avanzando un poco m4s en este razonamiento, estos estudios (Vatassery et al,
1984; Rikans et al, 1991) coinciden en sefialar cémo la vitamina E se acumula
progresivamente en el higado, pero no en la corteza cerebral de ratas viejas, llegando
incluso a duplicarse las concentraciones respecto a las de animales j6venes. Este dato
explicarfa el hecho de que la tasa de peroxidacién in vitro disminuya en el higado de rata,
pero no en la corteza cerebral (Barja de Quiroga et al, 1992; Lépez-Torres et al, 1992).
Recientemente se ha descrito en higado de rata cémo la acumulacién de vitamina E en

funcién de la edad no se ve acompafiada de reducciones en los niveles de peroxidacién
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(Rikans et al, 1991). Sin embargo, en este trabajo los resultados son de peroxidacién in
vivo, no de peroxidacidn in vitro. El que los descensos observados se deban al tiempo, més
que al envejecimiento en si, se ve apoyado por el hecho de que en nuestro trabajo, estos
descensos se han producido tanto en los animales jévenes como en los viejos, y ademds no
han existido diferencias entre animales j6venes y viejos en las comparaciones transversales
ninguno de los tres afios, ni al principio ni al final del experimento. Parece tratarse de un
descenso dependiente del tiempo y de la nutricién, no del envejecimiento, que refleja una

distinta composicién quimica entre los tejidos de animales viejos y jévenes,

Los resultados de nuestro trabajo en Rana perezi estdn por tanto de acuerdo
con la tendencia general de ausencia de variaciones en los pardmetros relacionados con los
radicales libres de oxigeno durante el envejecimiento (Barja de Quiroga er al, 1950b;
Lépez-Torres et al, 1990b; Pérez-Campo et al, 1990). En el caso del hombre resuita dificil
obtener datos en tejidos. Sin embargo, hay que sefalar que la medida de enzimas
antioxidantes en fluidos extracelulares o en células sanguineas muestra también una
ausencia de variaciones relacionadas con la edad. En un estudio realizado coan 2397
individuos normales de la poblacién espafiola, no se observaron cambios en la actividad
SOD de eritrocitos en edades comprendidas entre los 18 y los 65 aiios (De la Torre et al,
1990). También se ha descrito una ausencia de cambios con la edad en los valores de
peroxidacién in vivo en el plasma de una muestra de mis de mil atletas adultos (Miiller et
al., 1989).

Incidiendo un poco més sobre el tema de la generacién de radicales de oxigeno,
hay que seiialar que entre los gerontélogos existe la opinién generalizada de que el
envejecimiento se debe a m4s de una causa. Ya que en condiciones fisiol6gicas normales
en muchos tejidos, las mitocondrias son la principal y mds constante fuente de generacién
de radicales de oxigeno (Chance et al, 1979), parece légico pensar que a mayor tasa de
metabolismo, mayor tasa de generacién de radicales por parte de !a mitocondria, lo que de
hecho se ha comprobado para varias especies de mamiferos (Sohal et al, 1989; Sohal et al,
1990b; Sohal et al, 1990d). Si los radicales libres de oxigeno son sélo reponsables en parte
del fenémeno de envejecimiehto, podria suceder que fuesen la principal causa en animales

con una tasa metabélica elevada, como es el caso de Musca domestica, y que tuvieran una
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importancia relativa mucho menor en animales con tasas metabélicas moderadas o bajas,

como es el caso de Rana perezi o del hombre.

Para finalizar este apartado y resumiendo lo expuesto, podemos afirmar que
la posibilidad de que el envejecimiento se vea acelerado con la edad debido al descenso de
las defensas antioxidantes y que ésto conlleve un aumento del estrés oxidativo en los

animales viejos, no parece correcta a la luz de los datos de que disponemos.

En la bibliografia se han utilizado distintos tipos de aproximaciones para
dilucidar si la manipulacién de antioxidantes celulares puede alterar la longevidad de los
animales. Un tipo de acercamiento ha sido el estudio de los efectos de la suplementacién
con antioxidantes en la dieta. Los resultados en este sentido no han sido demasiado
espectaculares, consiguiéndose en algunos casos aumentar fa vida media (Harman, 1968;
Miquel et al, 1982), pero no la méxima (Balin, 1982; Cutler, 1984). También se ﬁa visto
cémao el efecto de los antioxidantes sobre la vida media desaparece cuando el experimento
se realiza bajo condiciones 6ptimas de supervivencia (Kohn, 1971). Los resultados negativos
se han atribuido muchas veces a reacciones de compensacidn entre distintos antioxidantes.
Asi, la suplementacién de la dieta de moscas con ascorbato, f-caroteno o «-tocoferol no
ha- variédo, o incluso ha reducido la vida média, probablemente debido a descensos
compensatorios de actividades SOD, CAT o niveles de GSH (Sohal et al, 1985). -

En nuestro trabajo con Rana perezi hemos utilizado otro tipo de aproximacidn.
Lo que hemos hecho ha sido manipular los niveles de enzimas antioxidantes a lo largo del
ciclo vital de nuestra especie; ésto, segin nuestras referencias bibliogréficas sélo se ha

intentado en otras dos ocasiones y, exclusivamente, en insectos.

El tratamiento con AT, como ya hemos sefialado al principio, ha resultado muy
efectivo inhibiendo la actividad CAT en todos los tejidos estudiados. No ha ocurrido lo
mismo con el DDC, inicialmente utilizado para inhibir la actividad SOD, y que aunque en
experimentos previos a tiempos cortos si habfa funcionado, a medio plazo no ha dado
resultado. Tampoco es posible utilizar dosis m4s altas de DDC, pues por su toxicidad,
provoca una elevada mortalidad a muy corto plazo (Sohal er al, 1984), aspecto comprobado
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detalladamente en nuestro laboratorio en pruebas previas con Rana perezi. De todo ésto se
desprende que la inhibicién crénica de la actividad SOD mediante DDC es muy dificil de
conseguir, debido a su toxicidad y a las recuperaciones de actividad a largo plazo, razén por
la cual probablemente no hay casos descritos en mamiferos en la bibliografia. En pulmén
de rata se han descrito también rédpidas recuperaciones de actividad SOD tras el
tratamiento con DDC (Frank et al, 1978). Lo mismo ha ocurrido en el cerebro de ratones,
donde la recuperacién ha tenido lugar en dias en vez de semanas (Heikkila et al, 1576).
Estos resultados sugieren que el DDC, sustancia que se sabe atraviesa la barrera
hematoencefilica (O’Callaghan y Miller, 1986), es facilmente eliminade y no resulta dtil
para la inhibicién de esta enzima a largo plazo in vivo. E1 AT, por tanto, parece ser el dinico
inhibidor de una enzima antioxidante que puede ser usado crénicamente con resultados
positivos en experimentos de envejecimiento, para inhibir enzimas antioxidantes en tejidos
a lo largo del ciclo vital de un animal, como indican trabajos realizados en cerebro de rata
(Aragon et al, 1991) y Musca domestica (Allen et al, 1983). Los inhibidores del glutatién
o de las enzimas antioxidantes GSH-dependientes dan lugar también a toxicidades muy

acusadas a las dosis necesarias para lograr las inhibiciones respectivas.

En el pulmén, el tratamiento con AT no dio lugar a ninguna modificacién el
primer afio de medidas, si exceptuamos un incremento del cociente GSSG/GSH en los
animales viejos tratados, pero que no llegé a ser significativo. Este incremento pudo ser
debido a que la actividad GPx, utilizando cumeno como sustrato, era cuatro veces superidr
a la actividad GR y esta relacién no se vio modificada por el tratamiento. Esta elevacién
del cociente GSSG/GSH también estaria de acuerdo con el incremento del consumo de
oxigeno de ese grupo, el primer afio de medidas. A largo plazo, la inhibicién de la actividad
CAT en el pulmén ha dado lugar a una compensacién homeostitica mediante la induccién
significativa de la actividad GR (90%) después de 14,5 meses de tratamiento y tanto en
animales jévenes como viejos. Esta induccién desaparecerd .después de 26,5 meses de
tratamiento, al igual que en otros 6rganos, como comentaremos m4s adelante. También se
observa una tendencia a presentar niveles superiores de GSH, pero que no llega a ser
significativa. No existen estudios crénicos sobre el efecto del AT en los pardmetros
relacionados con los radicales libres del oxigeno, 'pero‘sin embargo, se sabe que dosis

relativamente bajas de DDC (Frank et al, 1978) o de disulfurinam, que es rdpidamente



Discusién , 219

reducido in vivo a DDC (Januszkiewicz et al, 1986), no producen mortalidad en la rata
después de 3 y 96 horas respectivamente, a pesar de que la SOD fue parcialmente inhibida.
Por otro lado, se ha comprobado que mutantes de Drosophila melanogaster, que carecen de
actividad CAT, presentan una viabilidad completamente normal (Mackay y Bewley, 1989)
sin cambios en su actividad SOD, aunque su resistencia a concentraciones de peréxido de

hidrégen_o entre €l 0,05 y 0,1%. se vea disminuida.

En la corteza cerebral de los animales tratados con AT, el descenso de actividad
CAT no se ha visto asociado con variaciones en las actividades de la mayoria de enzimas
antioxidantes y niveles de GSH, exceptuando un descenso en los animales viejos de la
actividad GPx no Se dependiente tras 2,5 meses de tratamiento y, sobre todo, la potente
inducci6n de actividad GR observada tras 14,5 meses de tratamiento (50-100%) en ambos
grupos tratados. Esta induccién parece tener el cardcter de una supercompensacién, pues
va asociada a descensos en la acumulacién de lipofuscina y, como veremos mds adelante,
a una tasa de supervivencia mucho mayor que la de los animales control. Esta relacién
entre radicales de oxigeno y niveles de acumulacién de lipofuscina ya ha sido descrita
anteriormente (Miquel et aL, 1977; Sohal y Wolfe, 1986; Sohal et al, 1989) y ademds, se ha
visto que la suplementacién con antioxidantes como [a vitamina E, el GSH o el BHT,
reduce su acumulacién en células gliales humanas en cultivo (Thaw et al, 1984) y en
neuronas de ratones (Constantinides et al, 1986).

Por otro lado, los incrementos de TBA in vivo en los animales tratados no se
han visto acompaitados por una mayor susceptibilidad a la peroxidacién. Este hecho, junto
con los datos de acumulacién de lipofuscina y supervivencia después de 14,5 meses de
tratamiento, sugieren que el aumento de este pardmetro, sometido a fuertes interferencias,
no est4 relacionado con dafio en el tejido. El valor positivo de la induccién de GR se ve
apoyado por el hecho de que la pérdida de esta induccién despues de 26,5 meses de
~ tratamiento, correlaciona con incrementos en la acumulacién de lipofuscina en la corteza
cerebral de los animales tratados, asi como en la mortalidad. La ausencia en este punto del
experimento de un aumento en los valores de peroxidacién lipidica de estos animales

tratados, sugiere que el factor limitante, de forma parecida a lo que ya ocurrfa a los 14,5
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meses, es el daflo oxidativo sobre otras dianas celulares como proteinas o DNA,

normalmente protegidos por el sistema GR-GSSG/GSH.

Por {ltimo, pasamos a comentar los datos en el higado y rifi6én de Rana perezi,
en lo que a efectos del tratamiento se refiere. El higado ha resultado ser el 6rgano mis
sensible al tratamiento con AT y ya, después de transcurridos tan s6lo 2,5 meses desde el
inicio del experimento, observamos una clara induccién de las actividades enziméticas SOD
(150%) y GR (900%). Estas inducciones, al igual que ha ocurrido también con la GR en
el rifién, representan un incremento compensatorioc de la capacidad méxima de
detoxificacién de radicales, sobre todo si tenemos en cuenta que la actividad citocromo ¢
oxidasa no se ve nunca afectada por el tratamiento y se producen en los dos grupos
tratados. En el higado, el tratamiento durante el primer afio dio lugar a un incremento del
cociente GSSG/GSH en los animales jévenes, pero no hubo variaciones en los niveles de
GSH, GSSG y peroxidacién tanto in vivo como in vitro. Esta ausencia de cambios en los
niveles de peroxidacién, parece ser el resultado de las inducciones compensatorias tras el
tratamiento a largo plazo, y contrastan con resultados también de nuestro laboraterio en
los que después de tratamientos cortos con AT, sf se observaron aumentos en los niveles
de peréxidos (Lépez Torres, 1988; Barja de Quiroga et al, 1989b; Lopez-Torres et al,
1990a). La posibilidad del valor adapiativo de la induccién de GR se ve reforzada por el
hecho de que el cociente GPx/GR era mayor de 2 antes del— tratamiento y ha descendido
hasta 1,5 - 1,3. Esta aproximacién entre las tasas méximas de oxidaci6n y reduccién de GSH
podria resultar adaptativa si la inhibicién de la actividad CAT da lugar a un exceso de
estrés oxidativo inducido por H,O,, impidiendo de esta forma el peligroso aumento del
cociente GSSG/GSH; aunque el aumento de dicho cociente en los animales jévenes, sugiera
que esta compensacién mediante la GR no es perfecta.

Se ha demostrado con anterioridad que el tratamiento agudo con AT (60 min.)
elimina la actividad CAT en hepatocitos de rata en cultivo, sin variar las actividades GPx
y GR o la supervivencia celular después de tres horas (Starke y Farber, 1985). De forma
andloga, después de 60 minutos de tratamiento con AT, el 83% de la actividad CAT en
corazén de rata perfundido, desaparecid, mientras que la actividad GPx no se vio afectada

(Thayer, 1986). Tampoco se observaron cambios en los niveles de GSH, GSSG y el cociente




Discusién 221

GSSG/GSH en el higado de rata, 17 horas después de la inyecci6n intramuscular de DDC
(Sunderman et al, 1984). Cabe sefialar, que en todos estos casos los tiempos de
experimentaci6n fueron muy cortos (horas), lo que contrasta con las inducciones observadas

por nosotras, tras mis de un aiio de tratamiento continuado.

" Tras los resultados del primer afio (2,5 meses de tratamiento) en los que sdlo
se observaron inducciones compensatorias en el caso del higado y que se correspondian con
tasas de supervivencia similares en los grupos controles y tratados, el tratamiento a largo
plazo ha dado lugar a una generalizacién de estas inducciones de actividad GR en todos
los érganos después de 14,5 meses de tratamiento, inducciones que en el caso del higado
y del rifién alcanzan alrededor del 1000%. Ademds, en el higado se mantiene la induccién
de la actividad SOD y también se observan incrementos de los niveles de GSH y 4cido
ascérbico, con descensos en el cociente GSSG/GSH. En rifién también se observa la
induccién de GSH y 4cido ascérbico. Es la primera vez que se producen inducciones
cuantitativamente tan importantes de cuatro antioxidantes diferentes, de forma simuliénea,
durante un largo periodo de tiempo y en varios 6rganos vitales de un vertebrado. Estos
animales, ademds, presentan menor acumulacién de lipofuscina y una tasa de supervivencia

mucho mayor que la de los controles.

Nuestros resultados muestran claramente cémo un vertebrado puede vivir
durante gran parte de su vida careciendo de actividad catalasa en sus tejidos. Esto no
significa que la actividad CAT no sea necesaria en condiciones normales. Por el contrario,
esta carencia es la responsable de la importante induccién dependiente del tiempo y
especifica de tejido de SOD, GR, GSH y 4cido asc6rbico. Estas inducciones explicarfan la
buena tolerancia de Rana perezi a la inhibicién por AT a largo plazo. Este tipo de
manipulacién a lo largo de todo el ciclo vital de una especie sélo se ha llevado a cabo dos
veces hasta ahora. Asi, la inhibicién de la actividad CAT en Musca domestica mediante AT
dio lugar a inducciones de SOD y GSH (Allen er al,1983), mientras que en esta misma
especie, la inhibicién con DDC de actividad SOD provocé un incremento de los niveles de
GSH (Sohal ez al, 1984). También se ha descrito, después de dos meses de tratamiento con
AT 2 mM, un aumento en los niveles de GSH del 20% en el cerebro de rata (Benzi et al,



Discusién 222

1990). Por otro lado, en E. coli, la diamida, oxidante del GSH, induce las actividades GR,
SOD y CAT (Privalle y Fridovich, 1990).

De todos estos estudios se deduce que la compensacién homeostdtica entre
diferentes sistemas antioxidantes es un fenémeno general en los sistemas biol6gicos. En
trabajos recientes se ha comprobado que estas inducciones de antioxidantes de tipo
compensatorio por un estrés oxidativo, se producen a nivel genético en procariotas (Storz
et al, 1990; Tsaneva y Weiss, 1990), Newrospora crassa (Munkres, 1990) e incluso, en células
humanas (Rushmore et al, 1991). En E. coli, el mecanismo incluye un regul6n superéxido
(soxR) que es activado por el radical superéxido (Tsaneva y Weiss, 1990), y un gen oxyR
y una proteina OXYR que activa la transcripcién al ser oxidada por oxidantes,
especialmente el H,O, (Storz et al,, 1990). De manera similar, el "elemento de respuesta
antioxidante" (ARE) de las células de hepatoma humano, también responde a

concentraciones de H,O, (Rushmore et al, 1991).

Nosotros no hemos estudiado el mecanismo de induccién de actividad GR en
nuestras ranas, pero a la vista de la informacién bibliogréfica disponible, parece razonable
pensar que la inhibicién de la actividad CAT haya dado lugar a un aumento de la
concentracién de H,O, y que este aumento sea el responsable de la induccién. A esto hay
que unir el que la GPx, enzima alternativa capaz de eliminar el peréxido de hidrégeno, no
ha formado parte del grupo de antioxidantes inducidos. Esta ausencia de variaciones en la
actividad GPx probablemente esté relacionada con su baja velocidad maxima (y Ky4), unos
tres 6rdenes de magnitud inferior a la de la CAT. La GPx no eliminaria eficazmente el
H,0, si 1a ausencia de CAT conduce a unas concentraciones de peréxido elevadas en la
célula, al menos en los momentos de méxima produccién de H,O,.

Esta ausencia de induccidn de la actividad GPx por tratamiento con AT, no es
la primera vez que se describe. En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio
(L6pez Torres, 1988; Barja de Quiroga et al, 1989b; Lopez-Torres et al, 1990a)
comprobamos c6mo, no sélo no se produce una induccién, sino que en muchos casos lo que
tiene lugar es un descenso de actividad GPx. Estos descensos pueden ser el resultado de

" un ataque de especies activas de oxigeno sobre la enzima, secundario a la eliminacién de
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la actividad CAT por el inhibidor AT. Se ha demostrado que, en mamiferos, el H,O, hace
descender la actividad GPx de higado y riién (Kihlstrém et al, 1986) y que el radical
superdxido inactiva esta enzima (Blum y Fridovich, 1985). En trabajos previos hemos
comprobado que concentraciones de H,O, del orden de 0,25 mM o superiores, in vitro
inhiben la actividad GPx Se dependiente de anfibios (L6pez-Torres et al, 1988) y lo mismo
ocurre con la actividad de eritrocitos humanos (Paglia y Valentine, 1967). Estas
concentraciones de H,O, se sabe que son téxicas para hepatocitos de higado de rata
perfundido (Flohé, 1982) y células humanas y de ratén en cultivo {O‘Donell-Tormey et al.,
1987). Ademds, la ingestién crénica de H,O, en el agua de bebida de ratas aduitas ha dado
lugar a descensos significativos de la actividad GPx Se dependiente en musculo esquelético,
higado y rifién y de la no Se dependiente en rifién (Kihistrom et al, 1986). El higado de
corderos expuestos a un mayor estrés oxidativo por ser alimentados con grandes cantidades
de Fe en la dieta, muestra descensos significativos de actividad GPx Se dependiente
(Reffett et al, 1986). Con hepatocitos de rata en cultivo se ha visto c6mo el tratamiento i

vitro con AT tampoco provoca modificaciones en la actividad GPx (Starke y Farber, 1985).

De acuerdo con los conceptos actuales, el peréxido de hidrégeno y el radical
superdxido, a las concentraciones presentes en las células, no tienen reactividad suficiente
para atacar directamente a las macromoléculas bioldgicas. Sin embargo, en presencia de
metales de transicién, en lo que se conoce como reaccién tipo Fenton catalizada por
metales, dan lugar al radical hidroxilo que si es un iniciador directo del dafio peroxidativo.
E! GSH es capaz de reducir los niveles de radical OH" por reaccién directa o a través de
su interaccién con el radical superdéxido. En este proceso, el GSH se oxida a GSSG. El
glutatién oxidado puede volver a ser reducido por accién de la actividad glutatién reductasa
y mantener de esta forma estables, los niveles de GSH y GSSG/GSH en la célula. La
induccién generalizada de GR parece indicar que el factor limitante en este modelo de
estrés oxidativo es el mantenimiento de cocientes GSSG/GSH bajos. En definitiva, las
inducciones observadas de GR, SOD, GSH y 4cido ascérbico apuntan hacia el control de
los niveles de radical OH’, bien directamente, como es el caso del glutatién y el ascofbato,
o indirectamente, eliminando radicales superéxido como la enzima SOD o reduciendo el
GSSG, accién que realiza la enzima GR, incluso en presencia de elevados niveles de HyO,.
La falta de induccién de la GPx estarfa también de acuerdo con este razonamiento, pues
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contribuiria al mantenimiento de tasas GSSG/GSH bajas. Elevados niveles de H,0O, serfan
tolerados siempre que los niveles de radical OH® se mantuviesen bajos, y estos mismos

niveles elevados de H,O, serfan la sefal que desencadenase la induccién a nivel genético.

Como ya hemos indicado anteriormente, los niveles maximos de induccién de
antioxidantes se alcanzaron después de 14,5 meses de tratamiento. Los datos de mortalidad
nos llevan a considerar estas inducciones como una supercompensacion, ya que los animales
tratados, tanto jévenes como viejos, presentan una tasa de supervivencia mucho mayor que
los controles durante la mayor parte del experimento. Los animales en los que ha tenido
lugar la induccién simultinea de cuatro antioxidantes han mostrado una tasa de
supervivencia del 92% durante un largo periodo de tiempo, aproximadamente dos afios.
Esto ha sido asf incluso cuando los animales viejos se estaban aproximando al final de su
longevidad méxima y con unos porcentajes de supervivencia de los animales viejos controles
de tan sélo un 40%. Las inducciones suponen un balance antioxidante/oxidante mayor en
relacién a los animales controles, aumentando la resistencia al estrés y a las causas de
muertes tempranas. Nuestras conclusiones se ven apoyadas por el hecho de que la pérdida
total o parcial de estas inducciones, que se detecté por primera vez despues de 25 meses
de tratamiento, condujo, a continuacién, a una tasa de mortalidad muy alta. Ademds, en ese
momento, los animales tratados mostraron gran acumulacién de lipofuscina_ en la corteza
cerebral y fuertes tendencias a presentar valores de GSSG/GSH muy altos. Sin embargo,
estos valores no fueron significativos, probablemente debido a que la fase de muertes
aceleradas se extendié a lo largo de un periodo de tres meses, durante los cuales se
realizaron las medidas bioquimicas. De la curva de supervivencia se deduce que el deterioro
fisiol6gico que conducia a ]a muerte no se producfa a la misma velocidad en todos los
animales, lo que da lugar a una elevada variabitidad. El resultado final es que los animales
viejors tratados han mostrado una longevidad méxima igual a la de los controles, pero el
tratamiento ha reducido considerablemente el nimero de muertes tempranas,
produciéndose una rectangularizacién de la curva de supervivencia y un incremento de la

vida media en ese grupo.

En los dos trabajos previos realizados en Musca domestica, que estudian el

efecto a largo plazo del AT y del DDC, y ya mencionados anteriormente, no se han
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detectado cambios en la 1007
longevidad mdxima. En el caso del

experimento con AT no se 804
produjo ningln tipo de
“modificacién (Allen et al, 1983),

mientras que en el del DDC los

60+

resultados son totalmente 404

% SURVIVING

coincidentes con los nuestros
(Sohal er al, 1984) y lo que se

produjo fue un aumento de la vida

204

media (Hustracién 3), aunque

desgraciadamente desconocemos si 0
la induccién de GSH referida en AGE (daye)

este experimento se perdi al final Hustr. 3. De Sohal et al., 1984

del ciclo vital (40 dfas), pues las

medidas fueron realizadas sélamente en animales de 9 dias. Como se puede ver en el
esquema, la forma de la curva de supervivencia del experimento de Musca domestica y la’
del nuestro es extraordinariamente similar; los animales tratados en un caso con DDC y
en el otro con. AT muestran una curva més rectangular que la de los animales controles.
Existe otro experimento, también del grupo de Sohal, en el que se administraron distintas
concentraciones de H,0, en el agua de bebida a Musca domestica. Unicamente una de las
concentraciones utilizadas (10 mM) provocé la induccién de los niveles de GSH y un
aumento de longevidad media (Sohal, 1988). |

Remontdndonos a los experimentos de suplementacién de antioxidantes y
buscando una explicacién para los resultados negativos que se han obtenido en la mayorfa
de las ocasiones, la respuesta quizd esté en que, en nuestro caso, se ha producido la
induccién de cuatro antioxidantes enddgenos de forma simultdnea; no se trata de dosis
puntuales elegidas a gusto del investigador. Se sabe que el efecto de muchos antioxidantes
puede ser beneficioso o perjudicial dependiendo de las dosis. La suplementacién con un
antioxidante concreto puede conllevar el descenso compensatorio de otro antioxidante

endégeno no obteniéndose ninguna ventaja.
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De todo lo expuesto hasta ahora podemos concluir que, aunque la informacién
de que se dispone actualmente ain es escasa, la manipulacién de los niveles de
antioxidantes enddgenos en el sentido de un aumento de la capacidad antioxidante global,
no modifica la longevidad méxima. Pero los datos sugieren al menos que el mantenimiento
de un balance antioxidante/prooxidante elevado en los tejidos resulta beneficioso para los
individuos, aumentando su resistencia a factores que dan lugar a muertes tempranas y, en
definitiva, aumentando la probabilidad de que alcancen la longevidad méxima propia de su
especie. Esto significa un aumento de la probabilidad de supervivencia del individuo, o un
aumento de la longevidad individual media. Estos resultados estdn en consonancia con
recientes datos epidemiolégicos que ponen de manifiesto la correlacién entre elevados
niveles de antioxidantes en la dieta humana normal (no manipulada) y menor incidencia
de las dos principales causas de muertes tempranas en sociedades occidentales, las
enfermedades cardiovasculares (Gey; 1990) y el cdncer (Verreault et al., 1989; Buiatti et al,
1990; Comstock, 1991), asi como acciones estimuladoras sobre el sistema inmune
(Tengerdy, 1989; Meydani et al, 1989; Meydani et al, 1990).

Nuestro trabajo en Rana perezi no permite descartar el hecho de que la
induccién de antioxidantes endégenos dé lugar a un aumento de la longevidad m4xima
(MLSP), pc;rque las inducciones, desgraciadamente, se perdieron al final del experimento
y no sabemos lo que habria ocurrido en caso de mantenerse. Sin embargo, sf nos permite
~ afirmar que el incremento de antioxidantes enddégenos provoca un aumento de la vida

media; es la primera vez que este hecho se demuestra en un vertebrado.




CONCLUSIONES



La supuesta caida de antioxidantes con el envejecimiento, que acelerarfa este
proceso con la edad, no se produce en Rana perezi. Esto nos parece coincidente con
un andlisis exhaustivo de la bibliografia en los mamiferos. Sin embargo, este hecho
no descarta el posible papel de los radicales libres de oxigeno, pues su presencia
continua en los tejidos a lo largo del ciclo vital del individuo puede ser responsable

del descenso de las funciones vitales.

Los antioxidantes, tanto enzim4ticos como no enzimA4ticos, estdn sometidos a un
fuerte control homeostético a largo plazo en Rana perezi, hecho que se describe por
primera vez en un vertebrado. Por esta razén, y ante un estrés oxidativo como la
inhibicién de la enzima antioxidante catalasa, se producen compensaciones y se

observan inducciones de otros antioxidantes.

La catalasa resulta ser una enzima necesaria, aunque su importancia fisiolégica hdya
sido en ocasiones puesta en duda. Mientras su inhibicién mediante AT ha sido
compensada por las potentes inducciones de otros antioxidantes, la supervivencia
de los individuos no se ha visto disminuida. Sin embargo, en el momento en el que
estas inducciones han desaparecido total o parcialmente, la mortalidad se ha

acelerado.

No podemos resolver definitivamente si el balance antioxidante/prooxidante de un
organismo se relaciona o no con su longevidad maxima, pero sf parece resultar
importante para el estado general ‘de salud. Proponemos que un incremento en
dicho balance contribuye a aumentar la longevidad media de la poblacién. Esta
conclusién es consistente con los datos disponibles en otras especies, incluyendo a
mamiferos, sobre los efectos de la suplementaci6én con antioxidantes exégenos en

la dieta.
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