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RESUMEN

Objetivos: el proceso de envejecimiento afecta a todos los orga-
nismos y es de suponer que sus mecanismos bésicos esten conser-
vados entre especies. La oxidacion de protfeinas se ha propuesto
como uno de estos mecanismos bésicos enlazando los radicales
derivados del oxigeno con el proceso basico de envejecimiento.
Asi, si la lesion oxidativa de proteinas esta implicada en el enveje-
cimiento, los animales con edades avanzadas deberian presentar
valores basales elevados de lesién proteinica en comparacion con
animales mds jévenes. Sin embargo, la informacién disponible so-
bre esta prediccién es limitada considerando la utilizacién de mar-
cadores quimicos especificos.

Material y método: en este estudio, la concentracién basal de dife-
rentes marcadores de lesién proteinica (oxidacién [semialdehidos
glutémico y aminoadipico], glucoxidacién [carboxiefil-lisina], mix-
to de gluco y lipoxidacién [carboximetillisina] y lipoxidacion [ma-
londialdehido-isina]), asi como el perfil de acidos grasos de mem-
brana, han sido deferminados en el higado y corazén de ratas
macho adultas j6venes (8 meses) y edad avanzada (30 meses).
Resultados: los resultados mostraron incrementos significativos de
los marcadores de oxidacién y glucoxidacién en el grupo de ani-
males de 30 meses tanto en higado como en corazén. Con rela-
cién a la lesién lipoxidativa, también se defecté un aumento signi-
ficativo de ésta en el grupo de edad avanzada, probablemente
asociado al incremento del indice de dobles enlaces y peroxidabi-
lidad mostrados por las membranas celulares del higado y cora-
z6n. Comparativamente, el corazén mostré grados de lesién oxi-
dativa y lipoxidativa significativamente superiores a los del
higado. Los niveles de lesién glucoxidativa fueron superiores en hi-
gado que en corazén. Asimismo, el corazén mostré mayor sensi-
bilidad al envejecimiento, como lo demuestran los mayores incre-
mentos porcentuales en lesién oxidativa, gluco y lipoxidativa.
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Conclusiones: estos resultados, en el contexto de la teoria del en-
vejecimiento basada en el estrés oxidativo, ademés de poner de
manifiesto las diferencias existentes entre érganos, refuerzan el pa-
pel del grado de insaturaciéon de membrana, asi como de los me-
canismos homeostdticos que regulan el valor basal de modifica-
cién oxidativa en dicho proceso biolégico.
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Protein oxidative damage in rat liver and heart
during the ageing process

ABSTRACT

Objectives: ageing affects all organisms and its basic mechanisms
can be expected to be conserved across species. Protein oxidation
has been proposed as one of the basic mechanisms linking oxygen
radicals with the basic ageing process. If oxidative damage to pro-
teins is involved in ageing, aged animals should show higher ste-
ady-state levels of specific markers of this kind of damage than
younger adult animals. However, the evidence available on this
prediction is limited when the use of specific chemical markers is
considered.

Material and method: we measured steady-state levels of markers
of different kinds of protein damage-oxidation (glutamic and ami-
noadipic semialdehydes), glycoxidation (carboxyethyllysine), mi-
xed glyco- and lipoxidation (carboxymethyl-lysine), and lipoxida-
tion (malondialdehydelysine)-, as well as fatty acid profile in the
livers and hearts of young adult (8 months old) and aged (30
months old) male rats.

Results: oxidative and glycoxidative markers were significantly in-
creased in both the liver and heart of aged rats. Lipoxidation da-
mage was also significantly increased in aged rats. This result was
probably associated with the significantly increased double bond
and peroxidizability indexes found in liver and heart cell membra-
nes. Steady-state levels of oxidation and lipoxidation damage we-
re significantly higher in the heart than in the liver. In contrast, gly-
coxidation damage was greater in the liver than in the heart.
Accumulation rates of protein damage were higher in the heart
than in the liver during aging.

Conclusions: in the context of the oxidative stress theory of ageing,
these results reveal differences between organs and reinforce the
role of membrane unsaturation as well as the homeostatic mecha-
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nisms that maintain the steady-state level of protein damage in this
biological process.
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INTRODUCCION

¢ Cuales son los componentes estructurales y los me-
canismos fisiolégicos que determinan el proceso de en-
vejecimiento? ;Por qué los humanos podemos alcanzar
los 122 afios y una rata, en el mejor de los casos, sélo lle-
gar a los 4? La fase posreproductiva de la vida de virtual-
mente todas las especies multicelulares se caracteriza
por la pérdida progresiva de eficiencia de las funciones fi-
siolégicas maximas. En consecuencia, la capacidad para
mantener la homeostasis se encuentra atenuada, lo que
conlleva, ademas de un incremento del riesgo de desarro-
llar cancer y enfermedades cardiovasculares y neurode-
generativas, a la muerte del individuo. La idea de que las
especies moleculares reactivas derivadas del oxigeno (re-
active oxygen species [ROS]), y especialmente las de ori-
gen mitocondrial’-3, estan causalmente relacionadas con
el proceso basico de envejecimiento representa, hoy por
hoy, la teoria con una mayor capacidad explicativa y pre-
dictiva de dicho proceso fisiologico*-®. Las evidencias ex-
perimentales que nutren esta teoria proceden de varios
paradigmas: a) estudios comparativos entre especies ani-
males que difieren en su longevidad maxima y, conse-
cuentemente, en sus tasas de envejecimiento; b) los cam-
bios asociados a la edad que tienen lugar en un individuo
durante el envejecimiento, y ¢) las manipulaciones experi-
mentales, como por ejemplo la restriccidon caldrica y las
alteraciones genéticas que modifican la longevidad de
una especie dada.

La lesion oxidativa de proteinas se ha propuesto como
uno de los mecanismos basicos que enlazan los ROS con
el proceso basico de envejecimiento’-?, entendiendo por
lesion una modificacién quimica, no enzimatica e irrever-
sible. Asi, un estado oxidativo elevado deberia contribuir
a una aceleracion de la lesién molecular que conllevaria a
una acumulacion de la misma con la edad y, en definitiva,
al deterioro estructural y funcional del sistema. La lesién
oxidativa de proteinas puede ser consecuencia de su ex-
posicion directa a especies radicales reactivas (como los
ROS)'% o bien puede proceder de reacciones con com-
puestos carbonilicos reactivos derivados de la oxidacién
de aminoacidos, hidratos de carbono o acidos grasos po-
liinsaturados, dando lugar a la formacién de productos de
gluco y lipoxidacion avanzada, respectivamente, también
conocido globalmente como reaccion de Maillard o reac-
cién carbonilo-amino™,

A pesar de que hay evidencias que sugieren la existen-
cia de una acumulacion de la lesién oxidativa de proteinas
con la edad, dicha conclusién no es inequivoca dada la li-

mitacién de datos que utilizan marcadores quimicos es-
pecificos. Por ello, con el objeto de examinar las caracte-
risticas moleculares relacionadas con la lesion oxidativa,
hemos utilizado métodos de cromatografia de gases/es-
pectrometria de masas para definir el estado basal de le-
sion oxidativa proteinica. En el presente estudio, hemos
detectado y cuantificado marcadores de diferentes tipos
de lesién en las proteinas del higado y el corazén de ratas
macho de animales adultos (8 meses) y de edad avanza-
da (30 meses). Dichos marcadores caracterizan diversos
tipos de lesion: semialdehido glutamico (SAG) y semialde-
hido aminoadipico (SAAA), como indicadores de oxida-
cién sensu stricto; Né-carboxietil-lisina (CEL), como mar-
cador de glucoxidacién; Né&-carboximetil-lisina (CML)
como marcador mixto de reacciones de gluco y lipoxida-
cién, y N&-malondialdehido-lisina (MDAL) como indicador
de lipoxidaciéon. También se ha determinado el perfil en
acidos grasos de los lipidos de membrana con el objeto
de calcular el indice de insaturacién de éstas, ya que pue-
de modular los niveles de lesién proteinica y la longevi-
dad. De hecho, se ha sugerido que el grado de insatura-
cién de las membranas celulares desempefia un papel
clave en el envejecimiento, ya que modula la lesién oxida-
tiva y lipoxidativa de las macromoléculas'?. Asi, un eleva-
do grado de insaturacién de membrana estd asociado
con un nivel basal de lesién lipoxidativa también eleva-
do'213 y el grado de insaturacién correlaciona negativa-
mente con la longevidad maxima de una especie'4.

MATERIAL Y METODO
Reactivos

Los reactivos procedian de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, Estados Unidos) si no se indica especificamente otra
procedencia. [2H8] lisina fue adquirida de CDN Isotopes
(CDN Isotopes Inc., Canada). CML y [2H4]—CML, CEL Yy
[°H,]-CEL, y MDAL y [?Hg]-MDAL se prepararon segun
métodos descritos previamente!5-17, al igual que SAG y
[PHg]-SAG, y SAAAy [°H,]-SAAATS,

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 8 y 30
meses de edad, que correspondian al grupo adulto joven
y viejo, respectivamente. Los animales fueron adquiridos
a la edad de 3 meses, alimentados ad libitum y manteni-
dos a 22 + 2 °C bajo un régimen controlado de luz: oscu-
ridad (12:12), una humedad relativa del 55 + 10% vy
siguiendo las directrices del comité de ética y experimen-
tacién animal. Los animales fueron sacrificados por deca-
pitacién, y se les extrajo el higado y el corazén. Se proce-
dié inmediatamente a obtener una porcidon de ambos
6rganos, del I6bulo hepético derecho y las cavidades ven-
triculares, de todos los animales utilizados en el experi-
mento, y se congelaron inmediatamente a -80 °C. Todas
las muestras se obtuvieron post mortem en un tiempo in-
ferior a los 3 min.
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Preparacion de las muestras

Las muestras tanto de higado como de corazén fueron
sumergidas y lavadas inmediatamente en tampén de ho-
mogeneizacion a 4 °C (10 mM Hepes, 1 uM BHT [2,6-di-
tert-butil-4-metilfenol], 1 mM DETAPAC [4cido dietileno-
triaminopentaacético], 1 mM &cido fitico, 0,5 ug/ml
leupeptina, 0,5 ug/ml aprotinina, 0,7 pg/ml pepstatina, 40
pg/ml PMSF [fluoruro de fenilmetanosulfonio] y 1,1 mM
EDTA, ajustado a un pH 7,4). Este primer paso se siguio
de la homogeneizacién en 25 ml de tampon de homoge-
neizacion/g de tejido con un sistema tipo Potter-Elvehjem
(Glas-Col, Terre Haute, IN). El homogenado fue posterior-
mente centrifugado a 750 x g durante 5 min a 4 °C para
eliminar los restos tisulares. Una alicuota de los sobrena-
dantes se separd y se utilizé para los diferentes analisis.
La concentraciéon de proteina fue determinada mediante
el método de Bradford'® utilizando los reactivos de Bio-
Rad (BioRad, Munich, Alemania) y albumina bovina sérica
como estandar. Los homogenados se congelaron inme-
diatamente a —80 °C para posteriores analisis.

Determinacién de SAG, SAAA, CML, CEL y MDAL
por cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas

La concentracién de SAG, SAAA, CML, CEL y MDAL se
determiné en las fracciones de homogenado crudo por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de ma-
sas como se ha descrito previamente?0. Brevemente, las
muestras, con un contenido total de 500 ug de proteina,
fueron delipidadas utilizando cloroformo:metanol (2:1 v/v)
en presencia de 0,01% de hidroxitolueno butilado, y las
proteinas se precipitaron mediante la adicién de acido tri-
cloroacético a una concentracion final del 10% (v/v), se-
guido de centrifugacion. Las proteinas precipitadas fueron
inmediatamente reducidas durante toda la noche median-
te la adicién de 1 ml de una disolucion de 500 mM de
NaBH, en 0,2 M tampon borato, pH 9,2, afiadiendo una
gota de hexanol como agente antiespumoso. Se procedid
de nuevo a la precipitacion de las proteinas, se afadieron
los estandares internos marcados isotopicamente ([?Hg]-li-
sina, [?H,]-CML, [°H,]-CEL, [2H8]—MDAL, [2H5]—SAG, y
[2H4]—SAAA) y se procedié a la hidrdlisis de las proteinas
mediante la adicion de 1 ml de 6 M HCI e incubacién a 155
°C durante 30 min; posteriormente se procedio al secado
de las muestras in vacuo. Los derivados N,O-trifluoroace-
til metil éster del hidrolizado de proteinas se llevo a cabo
como se ha descrito previamente'®. El anélisis se llevé a
cabo en un cromatégrafo de gases Hewlett-
Packard modelo 6890 equipado con una columna capilar
HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) acoplado a un de-
tector de espectrometria de masas Hewlett-Packard mo-
delo 5973A. El puerto de inyeccién se mantuvo a 275 °C;
el programa de temperatura fue de 5 min a 110 °C; des-
pués, 2 °C/min hasta 150 °C; 5 °C/min hasta 240 °C; 25
°C/min hasta 300 °C, y una meseta final a 300 °C durante
5 min. La cuantificacion se realizé mediante la estandari-
zacion externa utilizando curvas de estandares construi-

das a partir de la mezcla de estandares deuterados y no
deuterados. La deteccién y la cuantificacion de los dife-
rentes analitos se llevo a cabo mediante la monitorizacién
selectiva de iones especificos. Los iones utilizados fueron:
lisinay [2H8]—Iisina, m/z 180y 187, respectivamente; SAG y
[2H5]—SAG, m/z 280 y 285, respectivamente; SAAA y [2H -
SAAA, m/z 294 y 298, respectivamente; CML y [2H 4-CML,
mi/z 392 y 396, respectivamente; CEL y [°H ,J-CEL, m/z 379
y 383, respectivamente, y MDAL y [2H8]-MDAL, m/z 474 y
482, respectivamente. Las concentraciones de los diferen-
tes compuestos se expresaron como el cociente umol
SAG, SAAA, CML, CEL o MDAL/mol lisina.

Analisis de acidos grasos por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas

Para el analisis de los acidos grasos, se procedi6 a la
extraccién de los lipidos totales del homogenado con clo-
roformo:metanol (2:1, v/v) en presencia de un 0,01% (p/v)
de BHT'2. Brevemente, se extrajo la fase de cloroformo y
se evapor6 en un flujo de nitrégeno, y los acidos grasos
fueron transesterificados mediante su incubacién con 2,5
ml al 5% (v/v) de HCI metandlico a 75 °C durante 90 min.
Los ésteres metilicos de acidos grasos resultantes fueron
extraidos mediante la adicién de 1 ml de una disolucién
saturada de NaCl y 2,5 ml de n-pentano. La fase de n-
pentano se separd y se evaporo con nitrogeno. El residuo
se disolvié en 75 pl de hexano y se utilizoé 1 pl para el ana-
lisis. La separacion de los diferentes ésteres metilicos de
acidos grasos se efectudé con una columna capilar
SP2330 (30 m x 0,25 mm x 0,20 um) en un cromatografo
de gases Hewlett Packard 6890 Series Il. Como detector
se utilizé un espectrémetro de masas Hewlett Packard
5973A en el modo de impacto electronico. El puerto de in-
yeccion se mantuvo a 220 °C, y el detector a 250 °C; el
programa de temperatura fue de 2 min a 100 °C; después,
10 °C/min hasta 200 °C; 5 °C/min hasta 240 °C, y una me-
seta final a 240 °C durante 10 min. La identificacion de los
ésteres metilicos de acidos grasos se efectud previamen-
te mediante la comparacién con estandares auténticos y
segun los espectros de masas. Los resultados se expre-
san como mol %.

A partir de la composicion en acidos grasos, se proce-
dié al calculo de los siguientes indices: porcentaje total
acidos grasos saturados (AGS); porcentaje total acidos
grasos insaturados (AGl); porcentaje total acidos grasos
monoinsaturados (AGMI); porcentaje total de acidos gra-
sos poliinsaturados de las series n-3 y n-6 (AGPI n-3 y n-
6); longitud media de cadena (LMC) = [(Z%Total,, x 14)
(X%Total,z x 16) + (X% Total, g x 18) + (Z%Total,, x 20)
(X%Total,, x 22))/100; indice de dobles enlaces (IDE)
[Emol% monoenoicos) + (2 x Xmol% dienoicos) + (3 x
Xmol% trienoicos) + (4 x Emol% tetraenoicos) + (5 x
mol% pentaenoicos) + (6 x Tmol% hexaenoicos)], e indi-
ce de peroxidabilidad (IP) = [(0,025 x Zmol% monoenoi-
cos) + (XEmol% dienoicos) + (2 x Zmol% trienoicos) + (4 x
Tmol% tetraenoicos) + (6 x Zmol% pentaenoicos) + (8 x
¥mol% hexaenoicos)].

nm + +
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TaBLA 1. Marcadores de oxidacion en proteinas de higado y corazén de rata de 8 y 30 meses de edad

Higado Corazon
8 meses 30 meses p 8 meses 30 meses p

Semialdehido glutdmico 1942 £102  2.298 +99 0,014 3.304 + 207 4470 +182 0,006
Semialdehido aminoadipico 146 £5 183 4 0,001 210+ 10 310 £21 0,006

Unidades: pumol/mol lisina.
Los valores se expresan como media + error estdndar para una n = 8 especimenes por grupo.

TaBLA 2. Marcadores de glucoxidacion y lipoxidacion en proteinas de higado y corazén de rata de 8 y 30 meses de edad

Higado Corazon
8 meses 30 meses )4 8 meses 30 meses P

Ne-carboxietil-lisina 1.006 + 45 1.211 + 13 0,005 451 =7 542 + 20 0,005
Ne-carboximetil-lisina 1.153 + 20 1.375 +£205 0,001 1.204 + 67 1.652 + 50 0,002

Unidades: umol/mol lisina.
Los valores se expresan como media + error estdndar para una n = 8 especimenes por grupo.

Analisis estadistico estaba asociado con diferencias relevantes en los valores

basales de los diversos marcadores de lesién proteinica.
Para las diferentes comparaciones se utilizd6 como Asi, los 5 marcadores utilizados mostraron valores signifi-
prueba estadistica la t de Student, que se aplicé una vez cativamente elevados (del orden de un 120-150%) tanto

la normalidad de la distribucién de las variables fue con- en el higado como en el corazén en el grupo de ratas vie-
firmada mediante el estadistico de one-sample Kolmogo- jas comparados con el grupo de animales adultos jévenes
rov-Smirnov, utilizando el programa SPSS-PC (SPSS, (tablas 1y 2; figs. 1 y 2). No obstante, los mayores incre-
Chicago, IL). En todos los casos se utilizd un valor de p < mentos siempre se observaron en corazén y en la con-
0,05 como criterio de significacién estadistica. centracion de MDAL.

En términos de comparacién interérgano, los marcado-

RESULTADOS res de oxidacion proteinica SAG y SAAA, el marcador de

lipoxidacion MDAL, y el marcador mixto de gluco y lipoxi-
Concentraciones basales de los diferentes daciéon CML, todos ellos mostraron valores significativa-
marcadores de lesion proteinica mente mas elevados en corazon que en el higado, inde-

pendientemente del grupo de edad (tablas 1y 2; figs. 1y
La comparacién del higado y corazén de ratas adultas 2). Por el contrario, CEL mostr6 unos valores mas eleva-
jovenes y viejas reveld que el proceso de envejecimiento dos en higado que en corazon.

250— 250— 800—
é 200— & 200 g
p <0,0001 3 Z _ 600
g 5 p<0,0001 _g s
2 150 £ 150 EZ
e 83 p<0,003 . p
8 g = £ 400 ? Figura 1. Pardmetros del grado de
8 100— i 100— 'é 3 - insaturacion de membrana (indice de
g 3 é \% dobles enlaces e indice de
g 8 o 200 peroxidabilidad) y de lesion
‘-g 50— 'E 50— Z lipoxidativa a proteinas (MDAL) en
A el higado de ratas adultas jovenes (8
0 0 0 meses) comparado con ratas viejas
T T T T T T i
8meses 30 meses 8meses 30 meses 8meses 30 meses (30 meses). ,Se muestran Zas' medias
Higado Higado Higado + error estdndar de la media de 8
individuos por grupo.
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250 250
_ p<0,0001 p<0,0001
é 200 & 200— g
7 E E
2 = °
5 150 :3 150 g
9] B> =
= i g
8 100 100— g
3 %é El
8 . o
. _ B _
E 50 2 50 Z
0 T T 0 T T
8meses 30 meses 8meses 30 meses
Corazén Corazén

(umol/mol lisina)

800— p<0,001
T

600—

400— T Figura 2. Pardmetros del grado de
insaturacion de membrana (indice de
dobles enlaces e indice de

200 peroxidabilidad) y de lesion
lipoxidativa a proteinas (MDAL) en
corazon de ratas adultas jovenes (8

0 | | meses) comparado con ratas viejas
8meses 30 meses (30 meses). Se muestran las medias
Corazén + error estdandar de la media (EEM)
de 8 individuos por grupo.

Insaturacion de membrana y perfil de acidos grasos

La composiciéon en acidos grasos de membrana de los
dos érganos estudiados, independientemente de la edad,
mostré que sus membranas bioldégicas mantienen un pro-
medio de longitud de cadena similar (18 d&tomos de carbo-
no), siendo la proporcion global de acidos grasos saturados
e insaturados similar (el 40 frente al 60%, respectivamente).
Con la edad se observé, tanto en el higado como en el co-
razdn, un aumento significativo en el nimero de dobles en-
laces vy el indice de peroxidabilidad, asociandose dichos
cambios a una redistribucion del tipo de acidos grasos en
términos de incrementos especialmente significativo en la
proporcion de AGPI n-3 (tablas 3 y 4).

DISCUSION

Los ROS de origen mitocondrial pueden contribuir de
forma significativa a la lesién de macromoléculas intra y
extracelulares; esta producciéon de ROS es un determi-
nante critico de la longevidad media y maxima de una
especie®®, Se sabe que los ROS pueden oxidar cual-
quier tipo de macromolécula, y las proteinas son una
diana importante. La lesion oxidativa de las proteinas
puede ser consecuencia de la exposicién directa a las
especies reactivas derivadas del oxigeno, asi como del
nitrégeno y el cloro, y generar productos de oxidacion
como los semialdehidos glutamico (resultante de la oxi-
dacién de prolina y arginina) y aminoadipico (resultante
de la oxidacion de lisina), entre muchos otros'0. Las mo-
dificaciones proteinicas también pueden proceder de la
reaccion con compuestos carbonilicos reactivos de bajo
peso molecular derivados de la oxidaciéon de aminoaci-
dos, hidratos de carbono o acidos grasos poliinsatura-
dos. Estos compuestos carbonilicos pueden reaccionar
primariamente con cadenas laterales de lisina, arginina 'y
cisteina, y conducir a la formacién de compuestos de-
nominados productos de glucacién y lipoxidacion avan-
zada (advanced glycation endproducts [AGE], y advan-
ced lipoxidation endproducts), como CML, CEL y
MDAL™,

52

TaBLA 3. Perfil de dcidos grasos (mol %) en lipidos de higado
de rata adulta joven (8 meses) y edad avanzada (30 meses)

8 meses 30 meses p
14:00 0,52 + 0,02 0,41 + 0,06 0,166
16:00 25,16 £ 0,16 23,66 + 0,60 0,053
16:1n-7 2,88 +0,22 3,75+ 0,11 0,015
18:00 11,96 + 0,65 9,18 +0,15 0,006
18:1n-9 18,79 £ 0,42 18,99 + 0,24 0,692
18:2n-6 19,42 £ 0,38 18,45 + 0,33 0,107
18:3n-3 0,39 + 0,06 0,32 + 0,03 0,335
20:2n-6 0,23 £ 0,04 0,23 + 0,01 0,911
20:3n-6 0,29 + 0,01 0,30 + 0,02 0,746
20:4n-6 15,46 £ 0,12 17,46 + 0,11 0,000
20:5n-3 0,19 + 0,03 0,19 £ 0,01 0,935
22:4n-6 0,35 £ 0,02 0,67 £ 0,10 0,024
22:5n-6 0,23 + 0,03 0,51 + 0,11 0,050
22:5n-3 0,59 + 0,06 0,61 + 0,06 0,804
22:6n-3 3,48 + 0,06 5,21 £ 0,09 0,000
AGS 37,64 £ 0,54 33,25 + 0,67 0,002
AGI 62,35 + 0,54 66,74 + 0,67 0,002
AGMI 21,67 £ 0,34 22,75 £ 0,32 0,063
AGPI 40,67 £ 0,52 43,99 + 0,44 0,003
AGPIn-3 4,67 £ 0,09 6,34 + 0,15 0,000
AGPIn-6 36,00 + 0,47 37,64 + 0,39 0,037
LCM 17,92 £ 0,01 18,08 £ 0,01 0,000

T ———
Para detalles véase la seccion experimental.

Los valores se expresan como media + error estindar para una n = 8
especimenes por grupo.

Sin embargo, contintia siendo un problema no resuelto
si la presencia y cantidad de proteinas modificadas oxi-
dativamente desempefia un papel causal en el proceso
de envejecimiento o si simplemente refleja un epifenéme-
no. Si la lesién oxidativa proteinica desempefa un papel
mecanistico determinante en el proceso de envejecimien-
to deberia mantenerse en los paradigmas experimentales
del envejecimiento. Esto es: a) la diferente longevidad ma-
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TaBLA 4. Perfil de dcidos grasos (mol %) en lipidos de corazén
de rata adulta joven (8 meses) y edad avanzada (30 meses)

8 meses 30 meses p
14:00 0,49 + 0,03 0,50 = 0,04 0,906
16:00 17,54 £ 0,42 16,87 £ 0,15 0,187
16:1n-7 0,94 + 0,05 1,45 + 0,06 0,001
18:00 22,04 + 1,02 20,38 + 0,64 0,221
18:1n-9 12,93 + 0,59 14,20 £ 1,07 0,338
18:2n-6 14,39 + 0,25 8,98 + 0,29 0,000
20:3n-6 0,40 + 0,04 0,45 + 0,03 0,419
20:4n-6 22,55 +0,33 25,35 + 0,54 0,005
22:4n-6 0,52 + 0,04 0,70 + 0,07 0,074
22:5n-6 0,67 £ 0,13 1,09 + 0,22 0,161
22:5n-3 0,95 + 0,09 1,64 + 0,29 0,067
22:6n-3 6,53 + 0,07 8,34 + 0,18 0,000
AGS 40,08 + 0,60 37,75 £ 0,54 0,028
AGI 59,91 + 0,60 62,24 + 0,54 0,028
AGMI 13,87 £ 0,60 15,66 + 1,06 0,194
AGPI 46,04 £ 0,07 46,57 £ 0,83 0,548
AGPIn-3 7,49 0,12 9.98 + 0,33 0,000
AGPIn-6 38,55 £ 0,14 36,58 + 0,75 0,053
LCM 18,41 £ 0,01 18,60 + 0,01 0,000

Para detalles véase la seccion experimental.
Los valores se expresan como media =+ error estandar para una n = 8
especimenes por grupo.

xima que caracteriza una especie; b) los cambios que tie-
nen lugar en un individuo durante el envejecimiento; c) las
intervenciones fisioldgicas/farmacoldgicas que modulan
la velocidad de envejecimiento, como, por ejemplo, la res-
triccién caldrica, y d) la diferente longevidad de cepas y
mutantes especificos para una determinada especie. El
presente estudio se enmarca en el segundo paradigma,
es decir, en aquellas evidencias relacionadas con cam-
bios en el grado de lesidn proteica con el envejecimiento.

Desde un punto de vista simplista, 2 rutas basicas po-
drian ser la causa del impacto de los ROS en el envejeci-
miento: a) las rutas o vias que afectan al flujo neto de ROS
en el organismo o en tejidos estratégicos, y b) las vias que
contribuyen a la reparacion o recambio de aquellas es-
tructuras lesionadas. Con esta premisa, si la teoria del en-
vejecimiento basada en el estrés oxidativo es correcta,
una de sus predicciones deberia ser que los grados de le-
sion oxidativa de las macromoléculas deberian aumentar
con la edad, y ain mas en aquellos tejidos especialmente
sensibles al proceso de envejecimiento, como los tejidos
posmitéticos. Durante las ultimas 4 décadas se han lleva-
do a cabo numerosos estudios utilizando un amplio es-
pectro de organismos (desde invertebrados a humanos)
con el objeto de responder si los grados de lesion oxida-
tiva aumentan con la edad®®. Dado que las proteinas son
un componente mayoritario en los sistemas bioldgicos y
desempefian un papel clave en numerosos procesos ce-

lulares, un aumento relacionado con la edad en los valo-
res de oxidacion proteinica es evidente que deberia ser
importante fisioldgicamente para un organismo. Para eva-
luar esta circunstancia, diversos estudios, asi como el
presente trabajo, han evaluado los grados de lesién pro-
teinica en diferentes 6rganos a diferentes edades.

Los niveles de modificacién proteinica se han examina-
do en proteinas extracelulares como el colageno, asi co-
mo en proteinas intracelulares de érganos tales como el
cerebro, el higado, el corazon, el rifion y el masculo es-
quelético, entre otros, tanto de humanos como de roedo-
res y otras especies animales?!. A pesar de que, global-
mente, las evidencias parecen indicar una acumulacién
con la edad de la lesion oxidativa a proteinas, esta con-
clusién no es inequivoca. Ello es debido, principalmente,
a que la mayoria de dichas evidencias se han obtenido
utilizando como marcador el contenido en carbonilos; los
datos con marcadores especificos son muy limitados y
adolecen de un uso sistematizado y, en algunos casos,
ofrecen incluso resultados contradictorios. El problema
con la determinacion de carbonilos se debe a que dicha
determinacion representa un amplio rango de modifica-
ciones proteinicas e incluso de otros componentes, inclu-
yendo reacciones mediadas por radicales y reacciones no
oxidativas'0. Esto resulta un problema particularmente
importante cuando se evalla la lesién oxidativa a protei-
nas, puesto que es probable que la lesién de proteinas
especificas de rutas metabdlicas criticas pudiera ser cru-
cial en términos de las consecuencias fisioldgicas deriva-
das de un aumento de la lesién oxidativa. Por lo tanto, es
evidente que se necesitan estudios mas sistematicos con
marcadores especificos con el objeto de clarificar las di-
ferencias observadas entre 6rganos y especies con la
edad. En este contexto, nuestro estudio demuestra un au-
mento con el envejecimiento de marcadores especificos
de modificaciéon proteinica relacionados con diferentes
modalidades de lesién quimica como son la lesién oxida-
tiva directa y la modificaciéon quimica secundaria a la le-
sion oxidativa de hidratos de carbono y acidos grasos po-
liinsaturados. Las diferencias interérgano observadas en
la concentracion de los diferentes marcadores estan rela-
cionadas con diferencias metabdlicas (p. €j., tasa de pro-
duccién mitocondrial de radicales libres, concentracion
de sustratos glicoliticos y grado de insaturacion de los
acidos grasos precursores ambos de compuestos carbo-
nilicos, y tasas de recambio de proteinas lesionadas, en-
tre otros factores) conducentes a diferentes estados pro-
oxidativos. Esto podria explicar las diferencias al alza en
las concentraciones basales de diferentes marcadores
entre tejidos posmitéticos tales como corazédn, cerebro o
musculo esquelético, cuando se los compara con o6rga-
nos como por ejemplo el higado (posmitético facultativo).

En resumen, nuestro estudio constata la existencia de
un aumento con el envejecimiento de la lesién oxidativa a
proteinas y el grado de insaturacién de membrana, y que
dichos cambios son mas significativos en el corazoén, co-
mo organo posmitético. Sin embargo, a pesar de que la
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mayoria de estudios, incluidos el presente, indican un au-
mento con el envejecimiento de la lesién oxidativa a pro-
teinas, estos datos avalan, pero no demuestran, un papel
clave para la lesion de proteinas en este proceso. Por tan-
to, es primordial potenciar investigaciones que comprue-
ben que la modulacion de la velocidad de envejecimiento
y, consecuentemente, el aumento o la disminucién de la
longevidad, se asocian o no con una reduccién o aumen-
to de la lesion proteinica.
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