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RESUMEN

El valor demostrativo de la estimulacién de la autofagia como con-
tribuyente al efecto de la prolongacién de la vida por restriccién
calérica (posiblemente también la reduccién insulinica, asi como
de la hormona de crecimiento/factor de crecimiento similar a la in-
sulina tipo 1y la hormesis) se revisa aqui. La autofagia es el me-
canismo de reparacién celular causante del mantenimiento de las
membranas celulares y organelas, incluyendo peroxisomas, gene-
radores de radicales libres y mitocondrias. Se evidencia que la ad-
ministracién semanal continuada de un farmaco antilipolitico pue-
de reducir los valores de glucosa e insuling, estimular la autofagia
e infensificar los efectos de la restricciéon calérica subméxima que
conducen a la prolongacién de la vida.
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The life-prolonging mechanism of calorie restriction
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ABSTRACT

Evidence is reviewed showing that CR (and perhaps reduced insu-
lin of GHIGF-1 axis and hormesis) may exhibit anti-aging effects at
least partly by a stimulatory action on autophagy, the cell repair
mechanism responsible for the house-keeping of cell membranes
and organelles including the free radical generators peroxisomes
and mitochondria. It is shown that the life-long weekly administra-
tion of an anti-lipolytic drug may decrease glucose and insulin le-
vels and stimulate autophagy and intensify the anti-ageing effects of
submaximal CR.
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PROCESO DE ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento expresa con el paso del tiempo un
deterioro progresivo en las células y organismos diferen-
ciados, en el que se fundamenta una creciente vulnera-
bilidad ante sobrecargas externas y la disminucién de la
capacidad de supervivencia®. El deterioro puede ser una
consecuencia directa de los procesos de envejecimien-
to o una reaccién secundaria. El dafio oxidativo y su re-
paracion incompleta pueden ser causas coadyuvantes
fundamentales que subyacen en la senescencia asocia-
da a una progresiva acumulacion de alteraciones noci-
vas macromoleculares y de membrana?-3. Se postula
que hasta un 1-2% del oxigeno utilizado puede generar
radicales de oxigeno, producidos de forma endégena
por mitocondrias y peroxisomas (véanse, por ejemplo,
Barja* y Sohal®). La acumulacion de lesiones en células
y tejidos se debe a que la reparacién, a nivel molecular
(reparacion de ADN, o protedlisis, sustitucion de acidos
grasos fosfolipidicos), subcelular (autofagia) y a nivel ce-
lular, y de tejidos (apoptosis), no es lo suficientemente
efectiva y desciende al aumentar la edad. El declive en la
reparacion celular puede explicar muchas alteraciones
relacionadas con la edad, que incluyen el aumento de al-
teraciones en el ADN® y proteinas’, los cambios en la
composicion fosfolipidica®, la acumulacion de mitocon-
drias® y peroxisomas dafiadas'? asi como de lipidos de
membrana, como el dolicol'!. Todo ello conduce al pro-
gresivo aumento de células dafiadas en los tejidos'2. Es-
tas son las causas fundamentales de la acumulacion de
alteraciones nocivas en macromoléculas y membranas,
asi como del declive funcional de 6rganos y sistemas a
medida que avanza la edad’S.

EFECTOS DE LA RESTRICCION CALORICA

Esta documentado que la restriccion calérica (RC) re-
duce el crecimiento y el tamafio corporal, y que tiene un
efecto positivo sobre el ciclo vital medio y maximo de ro-
edores y diversas especies de invertebrados (protozoos,
moscas, pulgas de agua, nematodos, rotiferos y arafas)
y vertebrados (peces, hamsters, perros)'4. Investigacio-
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nes realizadas a lo largo de mas de 60 afios han demos-
trado que la RC es la Unica intervencién nutricional que
contrarresta de forma coherente los cambios asociados
ala edad en la funcién de los tejidos’®. Se estan llevando
a cabo estudios longitudinales sobre los efectos de la RC
en primates no humanos. Aunque ninguno de ellos lleva en
marcha el tiempo suficiente para arrojar resultados sobre
la influencia de la RC en la longevidad de estos animales;
no obstante, datos preliminares sugieren que la RC ten-
dria efectos beneficiosos en la morbilidad y mortalidad™®.
La RC es también efectiva en la prevencion del cancer'?
y retrasa la edad de apariciéon y/o el indice de progresion
de la mayoria de enfermedades asociadas a la edad™-14.
Los efectos de la RC dependen tanto de la duracion en
su la aplicacién como de la edad de comienzo. En roe-
dores, el tratamiento es mas efectivo cuando se inicia en
animales jovenes. Resulta sorprendente que respecto al
aumento en un 10% de supervivencia en ratas, la RC de
comienzo a los 6 meses de edad es casi tan efectiva co-
mo la RC aplicada a partir de las 6 semanas de edad'8.
La RC se puede iniciar en ratones de mediana edad lo-
grando todavia un importante efecto en la prolongacién
de la vida'®, pero algunos estudios en ratas han demos-
trado que la RC no aumenta la longevidad cuando se ini-
cia a edades mas avanzadas?. En cuanto al grado de
restricciéon, el maximo beneficio se da con una RC del
40% o con la ingesta en dias alternos. No obstante, se
obtiene una significativa, aunque menor, prolongacién
del periodo vital con una RC del 10% o un dia de ayuno
por semana?'-22, Para entender el mecanismo es funda-
mental recordar que todos los procedimientos de restric-
cién caldrica implican un patrén de ingesta de comida
seguido de muchas horas de ayuno, y que este modo de
alimentacion tiene un efecto notable sobre la regulacién
de la macroautofagia®®, que es un mecanismo esencial
de reparacion celular. Las formas de las curvas de super-
vivencia'® indican que la RC prolonga tanto el promedio
de la duracién de la vida como la supervivencia maxima.
La extension del promedio del periodo vital no significa
necesariamente que los procesos de envejecimiento se
hayan ralentizado, ya que la prevencion de muerte pre-
matura incrementaria este valor, incluso sin involucrar a
los procesos de envejecimiento. Por el contrario, en rela-
cion con la extensién de la supervivencia maxima, la RC
muestra un efecto claro y reproducible, y esta intima-
mente ligado al mecanismo basico y universal del enve-
jecimiento.

MECANISMO DE LOS EFECTOS DE LA
RESTRICCION CALORICA: LAS 4 HIPOTESIS DE
MASORO

La RC tiene importantes efectos beneficiosos sobre la
mayoria de los cambios asociados a la edad que ocurren
en las células y tejidos, y es comunmente aceptado que
ralentiza los procesos de envejecimiento ya que retarda el
deterioro asociado a la edad de muchos procesos fisiol6-
gicos, e incrementa asi la capacidad de un organismo pa-

ra sobrevivir como adulto a medida que aumenta la edad
cronoldgica'. La RC afecta notablemente al peso y tem-
peratura corporales, asi como al metabolismo de la glu-
cosa, lipidos y aminoacidos, que influyen en muchas fun-
ciones endocrinas (incluyendo la secrecion de insulina,
glucagén y glucocorticoides)?4, y contrarresta alteracio-
nes asociadas a la edad en la sefalizacion celular'425-27,
La RC previene muchos cambios asociados a la edad a
nivel molecular, subcelular, celular y de tejidos, incluyendo
la acumulacion de 8-OH-dG en ADNE y de carbonil en
proteinas?829, |a alteracion asociada a la edad en la com-
posicién de lipidos de las citomembranas®820, y parte de
la acumulacion asociada a la edad de residuos de gluco-
silacién avanzada en el colageno de piel y aorta3!. En una
escala temporal de mayor duracion, la RC reduce el
incremento asociado a la edad en la generacién mitocon-
drial de superoxido y perdxido de hidrégeno®. Sin embar-
go, se desconoce si la RC puede mejorar el funciona-
miento de las mitocondrias en todas las células y tejidos,
o potenciar la degradacion por separado de mitocondrias
defectuosas.

En principio, los mecanismos de accién de la RC pue-
den indicar una proteccion contra el estrés oxidativo o
una mejor reparacion, o ambas cosas. Tomando como
base todas las investigaciones publicadas, existen pocas
dudas de que, a largo plazo, la RC protege del estrés oxi-
dativo a roedores vy, posiblemente, también a monos®2.
No obstante, ello no significa que la RC disminuya la acu-
mulacion de moléculas dafiadas por oxidacién en células
y tejidos actuando directamente sobre la produccion de
especies reactivas de oxigeno. Por ejemplo, estd demos-
trado que la RC aumenta la reparacién de moléculas de
ADN dafiadas por oxigenacion y estimula el recambio de
proteinas y organelas, asi como la sustitucién de estruc-
turas dafiadas por aquellas otras intactas de nueva sinte-
sis. La prevencion por RC de la acumulacion asociada a
la edad de dafios oxidativos en mitocondrias3® puede ser
importante, ya que aumentos en el escape del protén mi-
tocondrial pueden ser tanto una causa como una conse-
cuencia del estrés oxidativo. Cuando se combina el co-
nocimiento actual sobre las acciones fisioldgicas y los
efectos de expresion génica de la RC con los hallazgos
de la manipulacion genética que alargan la vida de espe-
cies vertebradas e invertebradas, surgen 4 hipétesis: ate-
nuacion del dafio oxidativo; cambio en el sistema gluco-
sa-insulina; modificacién del eje hormona de crecimiento
(GH)/factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(IGF-1), y hormesis4. El reciente descubrimiento que la
macroautofagia esta implicada en el mecanismo del en-
vejecimiento y en el efecto de la restriccion calorica, pue-
de encuadrar estas 4 hipétesis en un Unico marco.

MACROAUTOFAGIA
La macroautofagia es un proceso universal y dinami-

co que tiene lugar en todas las células eucariotas y
comprende una reorganizacion de membranas subcelu-
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lares para aislar citoplasma y organelas y transportarlo
al lisosoma o vacuola, donde se degrada y recicla343%,
La maquinaria basica para la macroautofagia es idénti-
ca entre células de levaduras y mamiferos3®. La macro-
autofagia también se ha demostrado en plantas, y pare-
ce estar implicada en la reaccion celular ante el recorte
de nutrientes37:38, Distintas vias de sefializacion contro-
lan la macroautofagia, la sintesis de proteinas y la su-
pervivencia de células. La macroautofagia esta intima-
mente relacionada con la ejecucion de programas de
proliferacion y de muerte celular®® a través de la accion
de diversas cinasas, fosfatasas y guanosin trifosfato?0,
El proceso es importante para mantener un equilibrio
bien ajustado entre anabolismo y catabolismo, con el fin
de tener un crecimiento y desarrollo celular normal bajo
la regulacion de condiciones extracelulares como la
concentracion de nutrientes y hormonas. La intensa in-
vestigacion realizada en células de mamiferos durante
las ultimas 3 décadas ha demostrado que la macroau-
tofagia se activa durante el ayuno cuando descienden
los valores de aminodcidos e insulina, facilitando la pro-
duccién de nutrientes a partir de fuentes enddgenas.
Por el contrario, dentro del margen fisiolégico de la con-
centracion de aminoacidos en plasma los valores altos
(posprandiales) de insulina suprimen totalmente la ma-
croautofagia*'-43. Curiosamente, la macroautofagia es
el Unico mecanismo celular para la degradacion de
membranas y organelas alteradas, incluyendo mitocon-
drias** y peroxisomas?*346, Segln las premisas fisiolo-
gicas, la hipétesis de trabajo seria que la ingesta conti-
nuada ad libitum debe dar como resultado la supresiéon
sostenida de macroautofagia y, por tanto, acumulacién
de mitocondrias, peroxisomas y componentes de mem-
brana alterados. Por otro lado, la restriccién dietética
deberia prevenir o retardar la aparicion de estos cam-
bios. Recientes descubrimientos de biologia molecular
demuestran que los genes de autofagia son esenciales
para el desarrollo y prolongacion del ciclo vital de Cae-
norhabditis elegans*’. La formacién de vacuolas autofa-
gicas se controla también a través de situaciones de
tension intracelular, incluyendo la agregacioén de protei-
nas mal dobladas y la acumulacion de organelas altera-
das, y esta presente en la remodelacion y atrofia celular.
En conclusién, la via de degradacion que permite a la
célula eliminar organelas superfluas o innecesarias y re-
ciclar los componentes para su reutilizacion?8, esta ba-
jo un control permisivo a través de la nutriciéon y la le-
sidén celular. La estrecha relacién entre nutricion y
reparacion celular puede convertirse en el talén de
Aquiles de la gente bien alimentada que vive en las
présperas sociedades occidentales, con una propen-
sién al envejecimiento acelerado y la apariciéon de en-
fermedades asociadas a la edad. De aqui el plantea-
miento que la macroautofagia desempefia un papel
fundamental en el envejecimiento y en los efectos de
prolongacién de la vida de la restriccion calérica*®:50,
asi como en la muerte celular y las enfermedades aso-
ciadas a la edad, incluyendo enfermedades neurodege-
nerativas y algunas formas de cancer?0.

DEMOSTRACION DE QUE LA AUTOFAGIA PUEDE
MEDIAR EN LOS EFECTOS DE LA RESTRICCION
CALORICA

Hemos conseguido pruebas que la macroautofagia
puede estar implicada en el proceso de envejecimiento,
siendo el mejor mediador de los efectos de la RC51:52, En
primer lugar, en ratas alimentadas ad libitum, la reaccién
macroautofagica inducida in vivo disminuia notablemente
a partir de los 6 meses de edad y era practicamente des-
defiable en ratas mas viejas®3. Es mas, la tasa de maxima
protedlisis macroautofagica en células hepaticas aisladas
incubadas in vitro (sin aminoacidos afiadidos en el me-
dio), se reducia a partir de los 6 meses de edad®*. En se-
gundo lugar, la RC protegia contra estos cambios, tanto in
vivo®3, como in vitro®® y mejoraba la respuesta de las cé-
lulas hepaticas a la insulina y glucagén de manera signifi-
cativa. En tercer lugar, la proteccién por RC ante el decli-
ve de protedlisis autofagica asociado a la edad se
correlacionaba con la esperanza de vida®®. Ademas, se
obtuvieron pruebas de que el declive asociado a la edad
de la macroautofagia en ratas alimentadas ad libitum se
relacionaba con un deterioro progresivo de membranas
celulares. Efectivamente, se observé una acumulacion
significativa de dolicol asociada a la edad en tejidos de ra-
ta de mas de 6 meses de edad30:57:58 que se veia retarda-
da significativamente mediante la RC30:58 mostrando una
correlacién con la esperanza de vida y la funcién macro-
autofagica de protedlisis®6:%9. Se concluye que la altera-
cioén reguladora asociada a la edad de la macroautofagia
condicionada por los valores plasmaticos de aminoaci-
dos, glucagén y corticosterona, que determinan la tasa de
recambio de membranas y organelas, asi como la acumu-
lacion de componentes celulares dafados, se puede fre-
nar o intensificar, respectivamente, mediante un valor ba-
jo o alto de ingesta.

INTERVENCION FARMACOLOGICA: FARMACOS
QUE MODULAN LA MACROAUTOFAGIA
PUEDEN MODIFICAR ADECUADAMENTE

EL RITMO DE ENVEJECIMIENTO

Con la finalidad de explorar la hipotesis que el ritmo de
macroautofagia podria influir en la tasa de envejecimien-
to, se redujo la funcién autofagica-lisosomal con la inyec-
cion de inhibidores de tiolproteasas (p. €j., leupeptina) y
agentes lisosomotréopicos como cloroquina, inhibidores
generales de enzimas lisosomales®. La inhibicién farma-
colégica cronica de la protedlisis autofagica indujo la for-
macién de agregados lisosomales muy semejantes a la
ceroidolipofuscina®?, lo que subraya la validez de la inhi-
bicién proteolitica como modelo de envejecimiento®2. Por
otro lado, el incremento de la protedlisis autofagica me-
diante un agente antilipolitico administrado en animales
en periodo de ayuno es un método seguro y altamente re-
producible que permite el estudio, bajo condiciones con-
venientemente fisioldgicas, de los efectos sobre el enve-
jecimiento de la macroautofagia inducida hormonalmente
(valores bajos de insulina y altos de glucagén)f3-64, Asi, el
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Sobrealimentacion
(Ingesta ad libitum) (a)

Aumento sostenido en valores
de insulina e IGF-1 en plasma (b)

l

Menor funcién autofégica (c)

Bajo indice de renovacién
de membranas y organelas (d)

l

Disminucién en mantenimiento
de membranas y orgdnulos

Control alterado de autofagia v

Acumulacion de membranas Aumento del estrés oxidativo

mitocondrias y peroxisomas
alterados

Cambios en membranas
de la composicion lipidica ]
y alteracion de su funcién
(p. €j., sefializacion transmembranas)

Alteracion de la funcion de células y tejidos

Figura 1. a) Prevencion por restriccion caldrica; b) prevencion por
modificacion genética de la estructura insulinica y del eje GH/IGF-1;
c) prevencion en ratones FIRKO78 y por administracion de farmacos
antilipoliticos, y d) inducible por estresores de baja intensidad
(hormesis).

Fuente: modificado, con permiso, de Bergamini et al’®.

tratamiento agudo causaba una degradacién importante
en organelas aisladas seleccionadas de células hepati-
cas, incluyendo peroxisomas y, a menor escala, en mito-
condrias®. Los resultados preliminares mostraron que el
tratamiento semanal a largo plazo con agentes antilipoliti-
cos intensifica los efectos beneficiosos de una ligera res-
triccién calérica del 10% (ayuno un dia a la semana), so-
bre parametros que, como es conocido, se correlacionan
con la esperanza de vida®®. En conclusién, se encontrd
una manera de intensificar farmacolégicamente el efecto
de la dieta sobre el proceso de envejecimiento®”.

LA AUTOFAGIA PUEDE MEDIAR EN LOS EFECTOS
DE LA DISRUPCION GENETICA SOBRE EL EJE
DE INSULINA IGF-1Y LA HORMESIS

A pesar de que todavia faltan pruebas experimentales,
el conocimiento de la fisiologia invita a plantear que los
cambios inducidos hormonalmente en la macroautofagia
podrian explicar los efectos de inyeccion crénica de insu-

lina exégena, invirtiendo los beneficios de la RC respecto
a la alteracion mitocondrial®8, y también los efectos de in-
tervenciones génicas que alteran las vias de sefializacion
de la insulina GH/IGF-1, mediante la reduccién del creci-
miento y el tamafo, y la prolongacién de la longevidad del
organismo®. En cuanto a la hormesis, con la ayuda del mi-
croscopio electronico se han encontrado pruebas que va-
rios estresores (ayuno, inyecciones de cortisol, inyeccio-
nes de reserpina, encierro, transeccién de médula espinal,
inmersién en agua caliente, exposicion al frio y al ejercicio
muscular forzado en un tambor giratorio, restricciones fisi-
cas) pueden inducir la formacién de vacuolas autofagicas
junto con un aumento significativo de corticosterona en
plasma e hipotermia’®71, y que estos efectos pueden
cambiar con la edad”2. En conclusién, la activacion de la
macroautofagia y consiguiente eliminacion de mitocon-
drias y peroxisomas alterados puede ser el denominador
comun de las 4 hipétesis de Masoro sobre los mecanis-
mos de los efectos de la RC contra el envejecimiento.

CONCLUSIONES

La ingesta ad libitum (p. €j., sobrealimentacion) puede
afectar negativamente la longevidad al aumentar la gluco-
sa en plasma, la secrecion de insulina y los valores de
aminoacidos e IGF-1, ya que estos cambios metabdlicos
y endocrinos inhiben la macroautofagia y ralentizan la ta-
sa de recambio de proteinas de larga vida, membranas y
organelas. Asi, la mayor permanencia de macromoléculas
y estructuras celulares puede incrementar la acumulacion
de macromoléculas peroxidadas y organelas defectuosas
en las células, acelerando el proceso de envejecimiento.
La acumulacién de membranas’, mitocondrias’475 y pe-
roxisomas alterados’®77 podria aumentar la produccion
de radicales libres y de lesiones celulares. La mayor for-
macion de radicales libres, la alteracion de ese metabolis-
mo en membranas y de la sefalizacion celular puede ini-
ciar un circulo vicioso que en algun caso convierta los
cambios celulares en irreversibles (fig. 1)°0. Por el contra-
rio, la restriccion caldrica, el ejercicio fisico, las disrupcio-
nes genéticas de la insulina y del eje GH/IGF-1, asi como
los estresores de baja intensidad, pueden disminuir los
valores de insulina e IGF-1, y aumentar los de glucagén y
corticosterona. De esta forma, mediante la estimulacion
de la macroautofagia se podria prevenir la acumulacién
de macromoléculas y componentes subcelulares altera-
dos, lo que prolongaria la duracién de la vida. Finalmente,
estos efectos estarian también al alcance de una inter-
vencion farmacolégica.
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