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O R I G I N A L E S

RESUMEN

Introducción: las hembras viven más que los machos. Hemos de-
mostrado que los estrógenos son capaces de aumentar la expre-
sión de genes asociados a la longevidad. Sin embargo, nos hemos
centrado en el estudio de genes cuya relación con la longevidad
está muy bien establecida. Por esto, nos planteamos el estudio de
9.000 genes mediante el método del Genechip. Estudiamos la ex-
presión de estos genes en machos y los comparamos con la expre-
sión en las hembras.
Material y método: la expresión de los genes se estudió mediante
la tecnología Affymetrix. En esencia, aislamos ARN total y lo pa-
samos a ADNc de doble cadena por retrotranscripción. Obtene-
mos ARN marcado con biotina a partir del ADNc y lo purificamos.
La muestra se introduce en un bioarray U34A y se procesa en la es-
tación de fluidos Affymetrix. Los resultados se escanean y analizan
con el programa Microarray Suite 3.0.
Resultados: encontramos 33 genes cuya expresión es significativa-
mente mayor en el macho que en la hembra y 53 genes que se so-
brexpresan en la hembra comparada con el macho. Estudiamos en
particular los genes cuya expresión cambiaba más de 2 veces, y
vemos que todos estos genes están relacionados con el envejeci-
miento. Por tanto, encontramos genes que se sobrexpresan en la
hembra respecto del macho y previamente no habían sido identifi-
cados como relacionados con el sexo.
Conclusiones: el análisis multigénico es una herramienta útil para
identificar genes sobrexpresados en las hembras en relación con
los machos y que sean relevantes en el proceso de envejecimiento.
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Genetic implications in longevity: a multigenic
analysis in males and females

ABSTRACT

Introduction: females live longer than males. We have traced the
gender-associated advantage to the up-regulation of longevity-as-
sociated genes by oestrogens. However, we restricted our analysis
to the well-known longevity-associated genes. A more general ap-
proach can be adopted through the use of Genechip analysis,
which allows the expression of 9,000 genes to be studied. We stu-
died the expression of these genes in the brains of male rats and
compared the results with those in females.
Material and method: genome-wide expression was studied using
Affymetrix technology. Essentially, total ARN was extracted and
double-stranded cDNA was obtained by reverse transcription.
New biotinylated complementary ARN was obtained and purified.
The sample was hybridised and introduced into an Affymetrix flui-
dics station. The results were scanned and analysed by a Microa-
rray Suite 3.0.
Results: we found 33 genes whose expression was significantly in-
creased in males versus females and 53 genes that were over-ex-
pressed in females in comparison with males. In particular, we stu-
died genes whose expression was twofold higher or more in males
than in females and found that these genes were all related to
ageing. Thus, we identified age-related genes that are over-expres-
sed in females when compared with males and whose expression
was not previously identified as being gender-specific. 
Conclusions: genome-wide analysis is a powerful tool to identify ge-
nes that are over-expressed in females versus males and to deter-
mine which of these genes are relevant to the study of ageing.
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INTRODUCCIÓN

Uno de los mayores logros del siglo XX es el aumento de

la esperanza de vida en nuestra especie. En Europa, ésta

se ha duplicado entre 1900 y 19921. En todos los casos la

esperanza de vida de las mujeres supera a la de los varo-

nes. Es más, el porcentaje de diferencia de longevidad

entre ambos sexos es mayor en épocas en que la morta-
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lidad se debe fundamentalmente a enfermedades asocia-

das al envejecimiento. De hecho, en España en 1900, la

esperanza de vida para los varones era de 33,7 años y pa-

ra las mujeres, de 35,1, es decir, un 3,8% superior en las

mujeres que en los varones. En 1992, la esperanza de vi-

da de los varones era de 73,7 años, mientras que la de las

mujeres era 83,8, lo cual supone un 9,9% más en las mu-

jeres que en los varones.

La base de la diferencia de esperanza de vida entre va-

rones y mujeres está aún por esclarecer. Este fenómeno

no es atribuible exclusivamente a diferencias sociológi-

cas, puesto que también se reproduce en otras especies.

En nuestro laboratorio, las ratas Wistar hembra muestran

un 16% más vida media que las ratas Wistar macho, y en

este caso ambos sexos están sometidos a las mismas

condiciones de vida.

En estudios anteriores de nuestro grupo demostramos

que las diferencias de longevidad entre machos y hem-

bras tienen una base biológica: los estrógenos suponen

una ventaja para la supervivencia de las hembras, puesto

que inducen la expresión de enzimas antioxidantes, y ello

las protege del estrés oxidativo y, por tanto, les confiere

una mayor longevidad2. Continuando con nuestra línea de

investigación, hemos querido averiguar si existen diferen-

cias de expresión génica entre hembras y machos a la

misma edad cronológica. Para ello, hemos utilizado la

plataforma de análisis multigénico Genechip de la com-

pañía Affymetrix®. Esta técnica nos permite analizar la ex-

presión de 9.000 genes a la vez. Hemos observado que

en la diferencia de longevidad entre sexos hay una base

génica que describimos en este trabajo.

MATERIAL Y MÉTODO

Animales de experimentación

Se utilizó el cerebro de una rata macho y el de una hem-

bra de 3 meses de edad. Se sacrificó a los animales por

decapitación y se les extrajo el cerebro, que inmediata-

mente fue congelado con nitrógeno líquido.

Preparación de las muestras

El protocolo que debe seguirse en la preparación de las

muestras es el recomendado por la empresa Affymetrix®, y

es de suma importancia no realizar otra clase de métodos

de trabajo cuyo buen rendimiento no haya sido confirmado. 

El protocolo de preparación de las muestras consta de

10 pasos:

1. Aislamiento de ARN total. Conseguimos aislar ARN

de buena calidad usando TRIzol (Sigma-Aldrich Química).

Seguidamente realizamos lavados usando el kit QIAGEN

Rneasy Total RNA Isolation (Invitrogen Corporation) y pre-

cipitamos el ARN con etanol.

2. Cuantificación del ARN. Cuantificamos el ARN por

análisis espectrofotométrico, usando el cálculo conven-

cional de absorbancias en el que se sabe que 1 OD a 260

nm equivale a 40 µg de ARN por ml. Además de la absor-

bancia a 260 nm, calculamos la absorbancia a 280 nm pa-

ra determinar la concentración y la pureza de la muestra.

El cociente A260/A280 debe ser cercano a 2,0 en el caso

de ARN puro. 

También realizamos una electroforesis de agarosa con-

vencional, para comprobar la calidad de las bandas ma-

yoritarias de ARN ribosómico.

3. Síntesis de ADNc de doble cadena a partir del ARN

total. Se usan aproximadamente 10 µg de ARN total como

material de partida. Para sintetizar la primera cadena de

ADNc y posteriormente la segunda cadena, seguimos las

instrucciones proporcionadas por Gibco BRL (Invitrogen

Corporation) SuperScript Choice System y el cebador T7-

(dT)24 sintetizado por la compañía Affymetrix® (Santa

Barbara): 5’-GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTA-

TAGGGAGGCGG-(dT)24-3’.

4. Lavado del ADNc de doble cadena. Este paso lo rea-

lizamos usando la extracción con fenol/cloroformo/isoa-

mil alcohol (25:24:1) y el kit Phase Lock Gels (PLG) de la

marca comercial Eppendorf. El kit PLG forma una barrera

inerte de separación entre las fases acuosa y orgánica de

la extracción con fenol/cloroformo. Esta barrera sólida

permite recuperar la muestra (fase acuosa) y minimiza la

contaminación de la interfase.

5. Síntesis del ARNc marcado con biotina (IVT). Para lle-

var a cabo este paso usamos el kit RNA Transcript Labe-

ling (Enzo), que fundamentalmente consiste en transcribir

el ADNc a ARNc, pero usando nucleótidos marcados con

biotina. 

6. Lavado y cuantificación del IVT ARNc. Para el lavado

del ARNc marcado, usamos las columnas Rneasy spin de

QUIAGEN, y seguidamente realizamos una precipitación

con etanol absoluto. La concentración de ARN se calcula

espectrofotométricamente igual que en el paso 3.

7. Fragmentación del ARNc previo a la hibridación y gel

de electroforesis. Fragmentamos el ARNc por calor (94

°C; 35 min) y estimamos el tamaño de los transcriptos

marcados mediante electroforesis en gel de agarosa.

8. Hibridación de la muestra. Realizamos este paso en

un horno de hibridación en el que la muestra se introduce

en un bioarray U34A que contiene 9.000 genes de rata, y

mantenemos en agitación constante durante 16 h a una

temperatura de 45 °C.

9. Lavado y tinción de los bioarrays. El proceso de lava-

do y tinción de los bioarrays U34A lo llevamos a cabo en

una estación de fluidos acoplada a un ordenador. Este

aparato procede a la tinción de los bioarrays por medio de
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anticuerpos biotinilados y, posteriormente, realiza varias

fases de lavado con el fin de eliminar el exceso de señal.

10. Escaneado de los bioarrays. Para ello usamos el es-

cáner Agilent de la compañía Hewlett Packard (Palo Alto).

La imagen (archivos .cel) se convierte posteriormente en

un archivo de datos (archivos.dat).

Análisis de los resultados

Los resultados obtenidos se analizan por medio de va-

rios programas informáticos: el Microarray Suite 3.0, el

Data Mining Tool 2.0 y la plataforma Netaffx, que permite

identificar la función de los genes y las proteínas asocia-

das a ellos.

RESULTADOS

La figura 1 muestra los cambios encontrados en la ex-

presión de los genes comparando la hembra y el macho.

De los 9.000 estudiados, hemos encontrado 33 genes cu-

ya expresión es significativamente mayor en el macho

que en la hembra. El 25% de estos genes corresponden a

la subfamilia del citocromo p450.

Asimismo, hemos encontrado 53 genes, de los 9.000

estudiados, cuya expresión es mayor en la hembra que en

el macho. De ellos hemos estudiado los que muestran el

mayor grado de expresión, que corresponden a los espe-

cificados en la tabla 1. En esa tabla se menciona las dife-

rencias de expresión respecto al macho, así como la fun-

ción de la proteína asociada al gen.

DISCUSIÓN

La teoría de los radicales en el envejecimiento3 es una

de las más fundamentadas experimentalmente en la ac-

tualidad. En nuestro grupo demostramos que las diferen-

cias de longevidad entre machos y hembras se pueden

explicar por el hecho de que las hembras poseen más de-

fensas antioxidantes que los machos. Sabemos que so-

brexpresan las enzimas antioxidantes glutatión peroxida-

sa y manganeso superóxido dismutasa. Asimismo,

también demostramos que la expresión del gen 16S ARNr

mitocondrial es significativamente menor en los machos

que en las hembras2. Se sabe que la expresión de este

gen disminuye con la edad, y esta disminución se correla-

ciona con la curva de supervivencia de la mosca Droso-

phila4. Esto supone que, con una misma edad cronológi-

ca, las hembras poseen una edad biológica menor que

los machos, es decir, las hembras son biológicamente

más jóvenes que los machos.

Con el trabajo que aquí presentamos pretendemos ha-

cer un barrido de la expresión de 9.000 genes a la vez pa-

ra ver si existen diferencias entre el macho y la hembra.

Esta expresión global nos ayudará a comprender la com-

plejidad del proceso biológico del envejecimiento e iden-

tificar nuevas dianas que puedan tener relación con la di-

ferencia de vida máxima de hembras y machos, de modo

que nunca antes hubiera sido posible.

Con respecto a los genes cuya expresión es mayor en

el macho, hemos visto que un porcentaje importante per-

tenece a la familia del citocromo p450. Está descrito que

miembros de esta familia en rata aumentan su expresión

TABLA 1. Expresión de genes que más aumentan en la hembra respecto al macho

Nombre del gen Cambio relativo al control Función de la proteína

Proteína hnRNP 4,6 Tráfico citosólico de ARN
Calgranulina 4 Proteína de unión a calcio
Neurofisina 4 Transporte de vasopresina
Vasopresina 4 Hormona vasopresina
Defensina 3A (parecida a la SOD) 3,23 Propiedades antimicrobianas
Osteopontina 2,3 Proteína de la matriz ósea
Procolágeno (tipo 1) 2,2 Precursor de colágeno
Receptor α del factor de crecimiento derivado de plaquetas 5,7 Receptor de membrana

49
43
37
31
25
19
13
7
1

61
55

Machos Hembras

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8

Figura 1. Comparación de la expresión de genes entre machos y

hembras. La gráfica muestra el número de veces que cambian las

hembras con respecto a los machos. Cada línea es un gen individual.

Las líneas hacia la izquierda indican que en el macho ese gen se

expresa más y las líneas hacia la derecha, que se expresa más en la

hembra.
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con el envejecimiento5. El que estén más expresados en

el macho, pues, nos dice que tendrían una edad biológica

mayor que las ratas hembra de su misma edad cronoló-

gica.

Con respecto a los genes cuya expresión es mayor en

la hembra, vemos que todos disminuyen su expresión con

el envejecimiento. Esto nos indica que la hembra tiene

más expresión de estos genes que el macho y, por tanto,

están más protegidas de los cambios génicos que se dan

con la edad.

La riboproteína hnRNP está implicada en tráfico citosó-

lico del ARN. Se ha demostrado que es importante en la

defensa contra las infecciones6. También se sabe que

participa en la biogénesis de los telómeros7 y está impli-

cada en la regulación de la actividad telomerasa.

La calgranulina es un miembro de la familia S100 de

proteínas que contienen un motivo de unión a calcio EF.

Las proteínas S100 pueden localizarse tanto en el citosol

como en el núcleo, y están involucradas en la regulación

de un gran número de procesos celulares, como la pro-

gresión del ciclo celular y la diferenciación. Se ha descrito

que este gen disminuye su expresión en el envejecimien-

to8.

La neurofisina es una proteína involucrada en el trans-

porte de vasopresina. Se ha publicado que el número de

las neuronas inmunorreactivas para la neurofisina dismi-

nuye con la edad9. Además, se sabe que en la enferme-

dad de Alzheimer la cantidad de neurofisina disminuye10.

Asimismo, también se ha demostrado que la vasopresina

disminuye un 25% con la edad11.

El receptor PDGF (factor de crecimiento derivado de

plaquetas) se activa por medio de la vía de la MAP cinasa.

Se ha visto que esta activación disminuye significativa-

mente con la edad12 y, además, se correlaciona con una

disminución de la presencia del receptor con el envejeci-

miento13.

Con estos resultados, corroboramos la hipótesis de

que las diferencias de longevidad entre machos y hem-

bras tienen una base génica y no sociológica. Estos datos

tienen gran importancia debido a que abren nuevas vías

de investigación en el envejecimiento, y además dan lugar

a nuevas dianas genéticas para conseguir disminuir estas

diferencias de longevidad entre los sexos.
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