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RESUMEN

Nuestro grupo ha estudiado el estrés oxidativo mitocondrial en
machos y hembras para tratar de dilucidar los mecanismos mole-
culares por los cuales las hembras son mas longevas que los ma-
chos. Ias mitocondrias son la fuente principal generadora de ra-
dicales libres en las células. Ias mitocondrias aisladas de ratas
hembra producen aproximadamente la mitad de peréxidos en
comparaciéon con las mitocondrias aisladas de sus congéneres
machos. Sin embargo, la ovariectomia de las ratas conduce a
una produccién de peréxidos comparable a la obtenida en los
machos. Ia terapia sustitutiva con estrogenos previene el efecto
causado por la ovariectomia. Ademas, los valores de glutation
son mayores en mitocondrias aisladas de ratas hembra en com-
paracién con los valores obtenidos en los machos. Una vez mas,
la ovariectomia disminuye los valores de este antioxidante, y el
reemplazo con estrdgenos previene esta disminucién. Tdas estas
diferencias se deben a una mayor expresién de las enzimas an-
tioxidantes glutation peroxidasa y Mnsuperéxido dismutasa en
las ratas hembra respecto a los machos. Ias hembras se compor-
tan como dobles transgénicos y sobreexpresan estas 2 enzimas
antioxidantes, lo que les confiere una proteccién extra frente al
estrés oxidativo asociado al envejecimiento.

Determinamos, también, la expresién de un marcador de enveje-
cimiento relacionado, a su vez, con el estrés oxidativo, como la
subunidad 16S del ARN ribosomal, y observamos que su expre-
si6n estd disminuida en los machos; por tanto, con la misma edad
cronolégica es como si los machos tuvieran una mayor edad bio-
l6gica.

FEn conclusién, hay datos experimentales que apoyan la existen-
cia de una base biolégica para las diferencias de longevidad ha-
lladas entre machos y hembras, y no sélo las diferencias sociolé-
gicas subyacen tras ellas.
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Possible mechanisms through which women live
longer than men

ABSTRACT

B elucidate the molecular mechanisms enabling females to live
longer than males, we investigated differences in mitochondrial
oxidative stress between both sexes. Mitochondria are a major
source of free radicals in cells. Those from female rats generate
half the amount of peroxides than those from males. This does not
occur in ovariectomized animals. Oestrogen replacement therapy
prevents the effect of ovariectomy. Mitochondria from females have
higher levels of reduced glutathione than those from males. Again,
those from ovariectomized rats have similar levels to males, while
oestrogen therapy prevents the fall in glutathione levels that occurs
in ovariectomized animals. All these differences are due to greater
expression of the antioxidant enzymes Mn-superoxide dismutase
and glutathione peroxidase in females than in males. Females
behave as double transgenics overexpressing superoxide
dismutase and glutathione peroxidase, conferring protection
against free radical mediated damage in ageing. We also
determined 16S rRNA expression, a marker of ageing associated
with oxidative stress, and found that it was higher in mitochondria
from females than in those from males of the same chronological
age. Thus, it is as if males have a greater biological age than
females of the same chronological age. In conclusion, experimental
data support the existence of a biological basis for the differences
in longevity found between males and females. These differences
cannot entirely be explained by sociological factors.
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INTRODUCCION

Uno de los mayores logros del siglo xx es el aumento de
la esperanza de vida en nuestra especie, que en Europa
se ha duplicado entre 1900 y 1992'. En todos los casos, la
esperanza de vida de las mujeres supera a la de los varo-
nes. Es mas, el porcentaje de diferencia de longevidad en-
tre ambos sexos es mayor en las épocas en las que la
mortalidad es debida fundamentalmente a enfermedades
asociadas al envejecimiento. De hecho, en Espana, en
1900, la esperanza de vida para los varones era de 33,7
anos y para las mujeres de 35,1, es decir, un 3,8% supe-
rior. En 1992, la esperanza de vida de los varones era de
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73,7 anos, mientras que la de las mujeres, de 83,8, lo que
supone un 9,9% mas en las mujeres que en los varones.

La base de la diferencia de esperanza de vida entre va-
rones y mujeres esta aun por esclarecer. Este fendmeno
no es atribuible exclusivamente a diferencias sociologi-
cas, puesto que también se reproduce en otras especies.
En nuestro laboratorio, las ratas Wistar hembras mues-
tran una vida media un 16% superior que los machos,
sometidos a las mismas condiciones de vida (fig. 1).

En el presente estudio demostramos que las diferen-
cias de longevidad entre los machos y las hembras tie-
nen una base biolégica: los estrogenos suponen una
ventaja para la supervivencia de las hembras, puesto
que inducen la expresion de enzimas antioxidantes, y
ello las protege frente al estrés oxidativo y, por tanto, les
confiere una mayor longevidad.

Los estr6genos poseen un efecto cardioprotector?, ac-
than como antioxidantes in vitro® y se postula que podrian
ser posibles agentes protectores frente a la enfermedad
de Alzheimer. Sin embargo, aunque existen muchos es-
tudios sobre el papel de los estrégenos en la prevencion
de enfermedades relacionadas con el envejecimiento, el
mecanismo del efecto de los estrégenos en los procesos
de envejecimiento todavia no se ha investigado.

Hay muchas teorias sobre el envejecimiento®. Una de
las mas relevantes es la de los radicales libres®, que pro-
pone que los radicales libres estan implicados en el dafio
celular que acompana al envejecimiento y a enfermeda-
des relacionadas con éste. Esta teoria se encuentra fuer-
temente reforzada por los experimentos que muestran
que la sobreexpresion de las enzimas antioxidantes ca-
talasa y superéxido dismutasa prolonga la vida de la
mosca Drosophila melanogaster’. Ademaés, existe una
relacion entre la produccion mitocondrial de peréxidos y
la longevidad de los mamiferos8:°.

Las mitocondrias son la fuente principal de radicales
libres de las células. Los dafios producidos por los radi-
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Figura 1. Curva de supervivencia de ratas Wistar machos y hembras.
Las ratas hembras viven mds que los machos. Ambos sexos fueron
estabulados bajo condiciones estdndar en la Facultad de Medicina de
la Universidad de Valencia.

cales libres asociados al envejecimiento se centran fun-
damentalmente en los componentes mitocondriales0-14,
El estrés oxidativo mitocondrial encontrado en los ma-
chos es superior al de las hembras. Se ha determinado
la produccion de perdxido de hidrogeno en mitocondrias
hepaticas y cerebrales (sindpticas y no sinapticas) aisla-
das de machos y hembras y se observa que las proce-
dentes de los machos producen una cantidad significati-
vamente superior de peroxido de hidrogeno. Asimismo,
los valores del antioxidante endégeno glutatién reducido
son mayores en las mitocondrias procedentes de las
hembras que en las de los machos.

El ADN mitocondrial sufre dafo oxidativo durante el
envejecimiento. Nuestro grupo ha mostrado reciente-
mente que la oxidacién del glutation mitocondrial que
ocurre en el envejecimiento y en la apoptosis esta rela-
cionada con el dafo oxidativo al ADN mitocondrial'3:15,
Determinamos este dafio por medio de la medida del va-
lor de 8-hidroxidesoxiguanosina (8-oxodG). A conse-
cuencia del mayor estrés oxidativo en los machos, su
ADN mitocondrial esta hasta 4 veces mas oxidado que el
de las hembras. El aumento de este parametro, como se
ha sefalado anteriormente, esta asociado a una menor
longevidad.

MATERIAL Y METODOS
Animales

Se emplearon ratas Wistar de entre 4 y 6 meses de
edad. Los animales se estabularon bajo condiciones
de humedad y temperatura constantes y con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h. Se alimentaron con dieta estandar
de laboratorio (qQue contiene 590 g de hidratos de carbo-
no, 30 g de lipidos y 160 g de proteinas por kilogramo de
dieta) y agua del grifo ad libitum. Los animales se trata-
ron de acuerdo con los Principios de la Declaracién de
Helsinki sobre el buen cuidado de los animales.

Aislamiento de mitocondrias

Tras sacrificar los animales por dislocacion cervical, se
extrajo el higado rapidamente. Las mitocondrias hepati-
cas se obtuvieron por centrifugacion diferencial, segun la
descripcion de Rickwood et al'®.

Tasa de produccion de peroxido de hidrégeno

Se determiné en las mitocondrias aisladas mediante
una modificacion del método fluorimétrico desarrollado
por Barja'”.
Determinacion de actividades enzimaticas

La actividad de la glutation peroxidasa se determiné

segun describen Flohe et al'8, en 1984, y la de la supero6-
xido dismutasa también segln estos mismos autores'®.
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Reaccion en cadena de la polimerasa por
transcripcion inversa (RT-PCR)

El ARN se aisl6 del higado utilizando el kit QuickPrep
Total RNA Extraction Kit (Amersham Pharmacia Biotech).
La RT-PCR se realiz6 utilizando el kit Titan™ One Tube
RT-PCR System (Boehringer Mannheim). La expresion del
ARNm se estudié mediante RT-PCR utilizando cebadores
especificos para: glutatién peroxidasa, GACATCAGGA-
GAATGGCAAG y CATCACCAAGCCAATACCAG; Mn-su-
peréxido dismutasa, CGTGCTCCCACACATCAATC y
TGAACGTCACCGAGGAGAAG; 16S ARNr, GACGAGAA-
GACCCTATGGAG y AGAAACCGACCTGGATTGC.

Anadlisis estadistico

Los resultados se expresan como media + desviacion
estandar (DE). El andlisis estadistico se realiz6 en 2 pa-
sos: primero se realizé el analisis de la varianza. La hipé-
tesis nula se aceptd para los resultados cuya F fue no
significativa con p < 0,05. En segundo lugar, los resulta-
dos cuya F fue significativa fueron analizados mediante
la prueba de la t de Student, con p < 0,05 como criterio
de minima diferencia estadisticamente significativa.

RESULTADOS

Como se comprueba en la figura 2, la ovariectomia en
ratas conduce a un incremento de la produccién de pe-
roxidos por las mitocondrias hepédticas, hasta alcanzar
los valores producidos por las mitocondrias de las ratas
macho. El tratamiento de las ratas ovariectomizadas con
1 mg/kg/dia de estradiol revierte los valores de peréxi-
dos a los producidos por las ratas hembras controles.

Asimismo, los valores de glutatiéon reducido en mito-
condrias hepaticas disminuyen después de la ovariecto-
mia, y regresan a los valores de las hembras controles
cuando se les administra terapia de sustitucion hormonal
con estrégenos.

Asi, la terapia hormonal con estrogenos disminuye la
produccion mitocondrial de peroxido de hidrogeno y au-
menta los valores de glutatién reducido. Los estrogenos
desempenan un papel protector muy importante frente al
dano oxidativo mitocondrial asociado al envejecimiento.

La cantidad de estrogenos empleada en las terapias
sustitutivas de estrogenos es probablemente insuficiente
para que los estrégenos actien como antioxidantes per
se. Por ejemplo, en seres humanos, se recomienda una
dosis diaria de 50 pg de estrégenos, mientras que se re-
quieren 400 mg de vitamina E para que sea efectiva co-
mo antioxidante, es decir, una dosis 8.000 veces mayor
que de estrogenos. Por ello, nos planteamos que los es-
trogenos actian como antioxidantes de modo indirecto,
por medio de la induccién de la expresiéon de enzimas
antioxidantes. Asi, estudiamos las enzimas antioxidantes
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Figura 2. Produccion mitocondrial de perdxido de hidrégeno en
higado de machos y hembras. Efecto de la ovariectomia 'y de la
reposicion hormonal con estrégenos. La generacion de peroxido de
hidrégeno es mayor en mitocondrias hepdticas en machos que en
hembras. La ovariectomia aumenta la produccion de peroxido de
hidrogeno, y ésta se revierte por la reposicion con estrogenos.

Mn-superoxido dismutasa y glutation peroxidasa. La ex-
presién génica y la actividad de estas enzimas son ma-
yores en mitocondrias hepdticas de hembras frente a
machos de la misma edad (fig. 3), lo que puede explicar
la menor tasa de produccion de perdxidos por la mayor
actividad de las enzimas antioxidantes.

DISCUSION

Trabajos anteriores demuestran que la sobreexpresion
de superdxido dismutasa o catalasa solas no aumenta la
vida media, pero si lo consigue la sobreexpresion de am-
bas enzimas de forma conjunta’.

Por tanto, la mayor longevidad de las hembras con
respecto a los machos se puede explicar porque las
hembras se comportan como dobles transgénicos, que
sobreexpresan las enzimas antioxidantes glutation pero-
xidasa y Mn-superoxido dismutasa.

Otro parametro relacionado con la longevidad que de-
terminamos es la actividad telomerasa que, ademas, po-
see un elemento de respuesta a los estrégenos; se ob-
serva que las hembras poseen una actividad telomerasa
superior en comparacion con los machos.

La expresiéon del gen 165 ARNr mitocondrial disminu-
ye significativamente con la edad, y esta disminucién se
correlaciona con la curva de supervivencia de la mosca
Drosophilz?®. Ademas, el estrés oxidativo también causa
la disminucion de la expresion del 16S ARNFR!. La expre-
sién de este marcador de envejecimiento esta disminui-
da en los machos en comparaciéon con las hembras, lo
que supone que, con una misma edad cronoldgica, las
hembras poseen una edad biolégica menor que los ma-
chos, es decir, las hembras son biolégicamente mas jo-
venes que los machos.
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La genisteina, el fitoestrdgeno més abundante presen- 8. Ku H, Brunk UT, Sohal RS. Relationship between mitochondrial superoxide
te en la soja, mimetiza los efectos antioxidantes del es- and hydroperoxide production and longevity of mammalian species. Free
tradiol. La importancia de este hecho recae en que la ge- Rad Biol Med 1993;15:621-7.

9. Lopez Torres M, Perez Campo R Rojas C, Cadenas S, Barja G. Maximum

nisteina puede emplearse en el tratamiento de varios
sintomas desagradables asociados a la menopausia. En
efecto, estudios en curso en nuestro laboratorio de-
muestran que los fitoestrogenos poseen muchas de las
propiedades beneficiosas de los estrégenos, en lo que
se refiere a su capacidad para inducir genes de longevi-
dad. Por tanto, se abre una interesante posibilidad de
utilizar estos compuestos, en lugar de los estrégenos,
para intentar paliar efectos desagradables asociados al
envejecimiento, que sabemos que estan mediados por la
accion deletérea de los radicales libres.
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