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Introduccion

I. INTRODUCCION

1. EL ENVEJECIMIENTO DE LA POBLACION Y SUS
CARACTERISTICAS GENERALES

La poblacion mundial est4 envejeciendo progresivamente y
este patrén tiende a continuar durante las préximas décadas. Esta
tendencia se observa en casi todos los paises desarrollados como
consecuencia del aumento de la esperanza de vida y la disminucion
de la tasa de fecundidad (1).

Las cifras hablan, y predichas por el Instituto Nacional de
Estadistica (INE) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el

envejecimiento de la poblacion mundial es inminente:

Se representa el porcentaje de envejecimiento como el cociente de la

poblacién mayor de 65 afios y la menor de 15 afios.

Figura |- 1. Porcentaje de envejecimiento en Espafa segun el INE
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La Figura I-1 muestra el éxito de las politicas de salud publica
y socioecondmica. Las personas mayores deben ser apreciados como
un recurso social esencial de sabiduria adquirida a lo largo de la vida;
sin embargo, implican un enorme desafio social y de salud para

proporcionar las medidas especificas de atencién médica (2).

El proceso de envejecimiento se considera un proceso
fisiolégico que comienza en la concepcion y produce cambios
caracteristicos durante toda la vida que producen limitaciones en la
adaptabilidad del organismo en relacién con los medios (1). Los datos
de la OMS son preocupantes ya que hoy en dia la causa mas comun
de muerte en todo el mundo son las enfermedades relacionadas con
la edad: disfunciones cardiovasculares, enfermedades
cerebrovasculares y enfermedades pulmonares crénicas; mientras
tanto, las causas mas comunes de discapacidad son el déficit visual,

la demencia, la pérdida de la audicién y la artrosis (3,4).

Desde 1987, cuando Rowe y Kahn definieron su "Teoria del
Envejecimiento Exitoso" como un mecanismo de prevenir la
enfermedad y la discapacidad (5), muchos autores han sugerido la
importancia de investigar sobre el proceso de envejecimiento. A pesar
del volumen de informacion al respecto con el que contamos, el hecho
de poder modificar las alteraciones fisiolégicas asociadas al proceso
de envejecimiento mediante intervenciones fisiolégicas o sociales es,

a dia de hoy, un tema por resolver y una cuestion de estudio (6).

El envejecimiento no es un fendmeno uniforme, esta
influenciado por el género, la raza, las condiciones sociales y
econdmicas, la regién demografica, el origen y la ubicacion de la
residencia y muchas otras condiciones (7). Es determinante el estudio
del proceso de envejecimiento, especialmente en aquellos mayores de

80 afios, que son un claro ejemplo de envejecimiento exitoso ya que
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han escapado de las principales enfermedades relacionadas con la
edad y han alcanzado el limite extremo de la vida humana (8). De esta
forma, en la actualidad y por su interés, el proceso de envejecimiento
se ha convertido en una disciplina de estudio de gran interés para la

comunidad cientifica (7).

2. EL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO

En reglas generales, el conjunto de dafios sucesivos no
reparados en el organismo adulto a lo largo de la vida constituye el
fenémeno del envejecimiento, lo cual provoca progresivamente una
mayor susceptibilidad a las noxas y una merma en la capacidad de
supervivencia del organismo, de manera que es cominmente
aceptado que las caracteristicas que definen este proceso son
“intrinsecas, universales, progresivas, irreversibles y se encuentran

genéticamente programadas”(9,10).

La reiteracion progresiva sufrida por las moléculas del
organismo y su disfuncién bioldgica contindan siendo un punto
importante de debate, si bien la teoria més aceptada es la del estrés
oxidativo (EO) (7,9,11).

3. TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

Practicamente todas las teorias que tratan de explicar el
proceso de envejecimiento intentan responder dos cuestiones
fundamentales: 1) Averiguar las causas del proceso desde el punto de
vista de la biologia molecular y evolutiva, y 2) Averiguar qué

mecanismos determinan la esperanza de vida.
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Afio Autor Teoria Conclusion Ref.
T T
Mortalidad
; “Agi tality i -d dent
1825  B. Gompertz dependiente de ging mortality IS a.ge" ependen 13
exponential.
la edad
1835 C. McCay I\/Iodu.lacmn El envejecimiento est.a modulado por 17
ambiental factores ambientales.
Las mutaciones se acumulan durante
Acumulacién de toda la vida en los organismos donde
1952 P. Medewar . se expresan, pero no tienen efectos 13
mutaciones R e =
perjudiciales hasta los ultimos afios de
la vida.

El envejecimiento resulta del dafio
1956 D. Harman El radical libre nocivo aleatorio al tejido por los 9
radicales libres de oxigeno.

Pleiotropi Envejecimien r i r

1957 G.C.Williams elotropia vejecimiento producido po 18
antagonica adaptacion incorrecta del mitogenoma
. La toxicidad del oxigeno esta
Toxicidad relacionada con Iag mayor
1962  R. Gershman residual del P . v 19
. concentracion del mismo
oxigeno .
intracelularmente
Teoria “Mitochondria as the critical
1991 J. Miquel mitocondrial component, being leaked the electrons 20
from the ETC”
Basado en el efecto de hormesis
Teori I nefici resul lar
1998 E.J. Masoro .eo ia de q beneficioso e§u tado de la respuesta 7
mitohormesis del organismo a los factores
estresantes de baja intensidad
La activacion sensible a la redox de las

H.Y. Chung . Teoria . via.s transcripcionales por la SO
2006 ot al inflamatoria relacionada con la edad produce un 22

' molecular aumento de la expresion génica

proinflamatoria

Tabla I- 1. Teorias mas importantes sobre el envejecimiento
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Pese a que el EO, el estrés del metabolito y el hidrolitico se
reconocen como implicados en los fenémenos de mortalidad (7,12) la
naturaleza molecular de los mismos permanece incierta habiéndose
propuesto ya mas de 300 teorias intentando resolver las incognitas del
envejecimiento y en la actualidad contindan apareciendo

constantemente otras nuevas.

A este respecto, para B. Gompertz (1825) (13) la mortalidad
especifica por edad en humanos aumentaba de manera exponencial
con el paso de los afios.

Desde que comenzé el interés por el proceso de
envejecimiento, se han formulado méas de 300 teorias para explicar

este proceso, y el nimero parece seguir aumentando (9).

En 1952, P.Medawar propuso el mecanismo de acumulacion
de mutaciones como fenémeno que explicaria el envejecimiento. La
seleccién natural no seria capaz de eliminar todas las mutaciones que
de manera fisiol6gica se producen en el organismo y su acumulacién
conduciria a la aparicién tardia de efectos nocivos (13). Segun esta
teoria, las mutaciones que causan problemas posteriores en el tiempo
no serian eficazmente eliminadas por los sistemas de reparacién por
lo que en el momento en que aparecen las manifestaciones clinicas de
la enfermedad dichas mutaciones ya habrian pasado a las siguientes

generaciones(12).

En 1957, George C. Williams et al. presentaron la “teoria de la
pleiotropia antagdnica”’(13) segin la cual los procesos de
pleiotropismo de los genes serian los causantes del dafio. De esta
manera, un alelo con un efecto negativo en el rendimiento de la vida
tardia puede seleccionarse si tiene un efecto positivo reproductivo o de

desarrollo en los primeros afios de la vida (12,14).
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Por otra parte, tanto Denham Harman (1956) como Rebecca
Hershman (1962) explican simultaneamente aunque de forma
independiente el envejecimiento mediante el mecanismo de toxicidad
de las ROS (especies libres de oxigeno) y su importancia en el proceso
de envejecimiento (9,13). Para Denham este es resultado del dafio
oxidativo (DO) aleatorio causado por radicales libres producidos por

procesos metabdlicos que emplean oxigeno normal (10,15,16).

Cabe sefialar que ya en 1835 C. McCay propuso la
participacion de factores ambientales como moduladores del
envejecimiento (17) y pese a la precocidad de esta teoria hoy
conocemos de la existencia de mdltiples factores ambientales que

pueden ser consecuencia de un EO (7).

Posteriores a la teoria de D. Harman, surgieron otras que
recogian diversos aspectos. Entre ellas, “la adaptacién mitogénica
alterada” de G. C. Williams (1957) (18), la “concentracién aumentada
de oxigeno intracelular” de Rebeca Gershman, (1962) (19) y la teoria

mitocondrial del envejecimiento de Jaime Miquel (1991) (19,20).

Masoro en 1996 contempla en su teoria la participacion de “la
mitohormesis y los estimulos estresantes de baja intensidad” (21) y
mas recientemente HYChung en 2006 formula la “teoria de la

inflamacion y los genes inflamatorios” (22).

No obstante, desde el momento en que se plantea la teoria de
los radicales libres, una creciente cantidad de evidencia apunt6 al EO
como el factor principal del proceso de envejecimiento por su
contribucién al desarrollo de multiples procesos patolégicos
dependientes de la edad (10,15,23).

Asi mismo, se han propuesto también teorias relacionadas con

el componente comin del ROS (24) pero con la participacion de otras
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especies reactivas, como el nitrégeno ademas del oxigeno,
recopiladas en la “Teoria del Dafio Oxidativo del Envejecimiento”
(16,23).

También las mitocondrias parecen jugar un papel en el
envejecimiento mediado por la accién de ROS. Asi lo afirma la “Teoria
mitocondrial del envejecimiento” cuyo defensor principal fue el grupo
de J. Miquel que en 1991 proporciond el apoyo experimental (9,20), al
integrar el agente agresivo (ROS) y el objetivo del dafio (ADN
mitocondrial (ADNmt) de manera que “la importancia de esta teoria
prevalece cuando el proceso de produccién del ROS / dafio a ROS se

establece como un proceso unico”(9,15).

3.1. LA TEORIA MITOCONDRIAL.

Es un hecho bien conocido que la mayoria (90%) del oxigeno se
consume en la cadena de transporte electrénico (ETC) mitocondrial y
del éste el 1-2% se convierte en ROS, lo que representa una
generacion continua de especies altamente lesivas para las moléculas
(25).

El origen de la lesion autoinfligida al ADNmt se debe a las

siguientes circunstancias:

1) EI ADNmt se encuentra permanentemente expuesto a
ROS.
2) EI ADNmt es una estructura expuesta a noxas al no estar

recubierta de proteinas protectoras como las histonas (26).
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3) La replicacion del ADNmt es mas rapida que la del ADN
nuclear (ADNn) y con menos mecanismos de correccion
de pruebas y de reparacion (23).

4) ElI ADNmt se sintetiza en la membrana interna de la

mitocondria mediante un complejo membrana-ADN (25).

De esta manera el ADNmt es mas susceptible al dafio por ROS
(23), y tasas elevadas de mutaciones de ADNmt incrementaran todavia
mas las tasas de ROS, facilitando asi el acimulo de mutaciones al
afectar negativamente la integridad de la cadena mitocondrial de
trasporte de electrones. Esta secuencia de dafio explicaria que un
dafio inicial minimo actle exponencialmente causando un dafio

adicional a modo de “ciclo vicioso” (Figura I-2) (23,25,26).

b \ Mitochondrial seif-
\ v/ \ inflicted damage
' ‘\I
|
0," ‘ |

ATP Heat /

ACETLCOA  eebs e | e 4 /
1
| WOso,  ROS - OXDATIVEDAMAGEON

production  MITOCHONDRIAL DNA

Figura I- 2. Formacion de especies reactivas de oxigeno en la cadena de
transporte de electrones y lesion del ADN mitocondrial.
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La lesion del genoma mitocondrial interfiere directamente a la
codificacion de distintas proteinas, algunas de las cuales forman parte
del ETC mitocondrial. Al estar parcialmente codificado en este genoma
mitocondrial, se han detectado alteraciones mayores en el citocromo
C oxidasa (entre los complejos 1l y Ill) (27), en el complejo |,
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) por lo que

finalmente presenta una menor actividad (25).

La Teoria del Envejecimiento Radical Libre Mitocondrial
propone esencialmente una degeneracion acelerada exponencial de
las mitocondrias (26) , apuntando a esta como la fuente principal de
ROS e igualmente el objetivo primario del dafio de ROS (15).

La produccion en exceso de nicotinamida adenina dinucleotido
(NADH) en las mitocondrias produce el colapso en la cadena
respiratoria permitiendo el escape de algunos electrones que originan
la produccion de ROS (Figura I-2). Cuando la enzima prooxidante no
puede realizar la desintoxicacion, esta especie reactiva se acumula
produciendo dafios a nivel oxidativo que afectan a los componentes de
la cadena respiratoria ocasionando asi un incremento de la lesion del
sistema operativo interno(28).

Las lesiones oxidativas asi originadas reducen la longevidad
de la especie mediante la lesién directa de las macromoléculas, pero
también mediante la activacion de distintas vias de transduccion de
sefiales sensibles a las sefiales de ROS e involucradas por tanto en la
patogenia de los procesos degenerativos relacionados con la edad
(25).

La sefializacion de ROS afecta a los procesos de resistencia

al estrés, a procesos inflamatorios, a la mitogénesis y al umbral de
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muerte tisular y por tanto pueden ocasionar la alteracion de la
homeostasis tisular.

De esta manera, la produccion de ROS participa
estrechamente en los mecanismos de muerte celular y en la
modulacién mitocondrial de las enfermedades crénicas degenerativas
(26) y juegan un papel primordial en los fenédmenos de apoptosis pues
los agentes apoptéticos son en su mayoria oxidantes o estimulantes

del metabolismo celular oxidativo.

Las modificaciones en la cascada de sefial de apoptosis por
ROS se producen mediante la alteracion de moléculas fundamentales
en la cascada de transduccion. Asi, la actividad de algunos factores
transcripcionales, tanto intra-transcripcionales como  post-
transcripcionales , se encuentra regulada por el estado redox y
especificamente la activacion del factor de transcripcion nuclear
kappa-B (NF-kB) que es dependiente de la presencia de perdxido de
hidrégeno, la cual se expresa mediante un gen de expresion

proinflamatorio (29).

Ademas, se ha observado que el proceso de envejecimiento
se acumula en células somaticas diferenciadas, especialmente en
células post-mitéticas como neuronas o células mitocondriales, y
ademas las deleciones de ADNmt se concentran focalmente en el
cerebro y el masculo esquelético, es decir, se dirigen a tejidos diana
gue son los que se encuentran afectados en las tipicas enfermedades

cronicas relacionadas con la edad (25).

La posibilidad de que la produccion de ROS mitocondrial y la
pérdida de ADNmt sean importantes determinantes de la muerte e
inflamacion celular dependiente de la edad, asi como la tasa de

envejecimiento del organismo basal, convierten a la mitocondria en el
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objetivo principal para el desarrollo de terapias dirigidas a prevenir o
aliviar procesos degenerativos dependientes de la edad (26).

4. RADICALES LIBRES, ESTRES OXIDATIVO Y SUS
IMPLICACIONES FISIOPATOLOGICAS.

4.1. DEFINICION DE RADICAL LIBRE.

Por definicion, un radical libre es una especie molecular que
presenta en su Ultima capa electrébnica uno o mas electrones

desapareados (30).

Esta configuracion electrénica, también conocida como
paramagnética, es altamente inestable lo que justifica una reactividad
muy elevada y una vida media muy corta debido, entre otras razones,
a la tendencia que presentan estas especies reactivas a aparear sus
electrones desapareados mediante el secuestro de electrones de otras
moléculas a las que desestabilizan estructural y funcionalmente
(30,31).

En los animales aerobios, las principales especies reactivas
derivan de la reduccion monovalente del oxigeno molecular. Se trata
de un mecanismo de reduccion parcial o incompleta de esa molécula
que escapa a la accién de la Citocromo Oxidasa en el ultimo eslabén

de la cadena de transporte de electrones mitocondrial.
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4.2. FORMACION DE INTERMEDIARIOS REACTIVOS DE
OXIGENO

Una porcion del oxigeno que respiramos se reduce, por una
via alternativa de la Citocromo Oxidasa, dando lugar a formas
moleculares parcialmente reducidas de oxigeno (ROS, de Reactive
Oxygen Species) responsables del fendmeno conocido como “Estrés
Oxidativo” (31—-34).

En el metabolismo aerobio, entre el 1 y el 5% del oxigeno que
consumimos, se reduce parcialmente, es decir, de forma incompleta
dando lugar a intermediarios o especies reactivas de oxigeno tales
como el radical aniénico superoxido (O2™) y el peroxido de hidrégeno

(H202) respectivamente (Figura I-3).

e e+ 2H* e+ H* e+ H*
0, »0," »H,0, » OH » H,0
Radical Perdxido de Radical
Superoxido Hidrogeno Hidroxilo
H,0

Figura |- 3. Reducciéon monovalente del oxigeno molecular.

Los procesos metabdlicos donde estas especies moleculares
se generan son numerosos destacando, por la intensidad de su
produccion, la cadena de transporte electronico mitocondrial. Existe
otra especie reactiva, conocida como radical hidroxilo (*OH),
considerada la dltima responsable de los efectos citotdxicos de los

ROS. Su constante de reactividad es > 10° M-ls?, y presenta gran
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afinidad hacia los acidos grasos polidesaturados, los hidratos de
carbono, las proteinas y las bases nucleotidicas del ADN (34-37).

4.2.1. Fuentes enddgenas

La formacion de estas especies se produce bajo condiciones
fisiolbégicas a través de multiples procesos metabdlicos (31,34) (Tabla
I-2). La autooxidacion de leucoflavinas, hidroquinonas, catecolaminas,
tioles, tetrahidropterinas, hemoproteinas y ferrodoxinas puede producir
la reduccién incompleta del oxigeno y generar radicales superéxido.
La autooxidacion de compuestos tiolicos, (-SH) presentes en
aminoacidos como la L-cisteina constituye un mecanismo importante
de fuente de radicales superéxido, tiolicos e hidroxilo que se
identificaron por primera vez en 1982 utlizando resonancia
paramagnética de electrones (r.p.e.) y que fueron relacionados con la
hepatotoxicidad de este aminoacido (38—40).

Esta especie también se genera en el interior de organulos
celulares como los cloroplastos y las mitocondrias. A la formacién de
especies reactivas contribuyen un gran nimero de reacciones del
metabolismo oxidativo donde éstas se generan ya sea como
intermediarios de la reaccibn o como productos de la misma. La
formacion del radical superdxido y otras especies relacionadas tras la
activacion de neutrofilos y macréfagos constituye, ademas, la base

molecular de su efecto biocida (41).

Por lo tanto, los ROS se generan, en condiciones fisioldgicas
a partir de procesos del propio metabolismo celular, por ejemplo, a

partir de la via sintética del &cido Urico (mediante la actividad catalitica
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de la enzima xantina oxidorreductasa) y otras muchas reacciones del
metabolismo oxidativo que, junto a la cadena de transporte electrénico,
la activacion de neutréfilos y reacciones de autooxidacién espontanea,
constituyen las fuentes o mecanismos enddgenos de la formacién de
ROS.

La dismutacioén del radical Oz (Figura I-4) da lugar a la especie
no paramagnética peréxido de hidrégeno o agua oxigenada, cuyo

poder oxidante da cuenta de su utilidad como antiséptico.

20,°+2H" — + H,0,+0,

Figura |- 4. Dismutacion del radical O2.-

El radical superoxido puede actuar tanto como agente reductor
como oxidante. Se comporta como un buen agente mono-reductor con
un potencial standard, EO =-0.33 V para la reaccién parcial Oz + e Oze-
y también es un oxidante potente desde el punto de vista

termodinamico, EO = + 0.87 V, si bien este proceso es mas lento.

El papel del radical superoxido en la generacion de radicales
*OH tiene importantes connotaciones bioldgicas. El radical hidroxilo es
mucho mas reactivo que el radical superoxido. La formacion de éste

transcurre a través de la reaccion de Fenton (figura I-5):

Fe?* + H,0, —— Fe3* + OH* + OH-

Figura I- 5. Reaccion de Fenton
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Y la oxido-reduccion ciclica del metal por parte del superoxido
(Figura I-6):

Fe2* + H,0, — > Fe¥* + OH® + OH-

Fe3* + H,0, — > Fe?* + H* + HO,"

Figura I- 6. Oxido-reduccion ciclica

Siendo la suma de ambas reacciones (Figura I-7):

H+
02* +H,0, L.O2 +H,0 + OH°®

Figura |- 7. Reaccién de Haber-Weiss

Conocida esta ultima como reaccion de Haber-Weiss, desde
que Beauchamp y Fridowich la bautizaran asi en la década de los afios
1960 (42-44).

Superéxido, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo
reaccionan con relativa facilidad con macromoléculas cuya estructura
y funcion resultan imprescindibles para la correcta funcién celular como
son los &cidos grasos de las estructuras fosfolipidicas, proteinas,
hidratos de carbono y acidos nucleicos (1-4). El conocimiento de este
mecanismo de accion permiti6 entender mejor tanto la funcién
defensiva de estas células como la sintomatologia del cuadro
inflamatorio al mismo tiempo que explica su estimulacion por diversos

alérgenos y promotores tumorales (31).
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4.2.2. Fuentes exdgenas

Existen fuentes exdgenas de radicales libres procedentes de
la dieta, tabaco, ozono y otras contaminaciones ambientales (Tabla I-
2). Una de las principales fuentes de ROS es la biotransformacion de
farmacos o xenobidticos que se incorporan a nuestro organismo e
inducen distintas proteinas implicadas en su biotransformacion. Este
es el caso, por ejemplo, de los antibidticos antitumorales de estructura
qguindnica como la adriamicina y antimicina y el tuberculostatico
rifamicina SV. Muchos de los efectos secundarios de estos farmacos
se atribuyen a la formacion excesiva de especies reactivas oxigénicas

y/o quindnica (31,41).

Por excelencia, las radiaciones ionizantes, de alta energia y de
neutrones representan la fuente mas importante y conocida de ROS
gue, a su vez, constituyen las situaciones mas extremas, agresivas y

nocivas para la salud.

Mediante la ionizacion de las moléculas acuosas del
organismo, se generan de forma rapida cantidades importantes de
radicales superoxido Oz~ e hidroxilo *OH desencadenantes de sus

efectos deletéreos (34).

La radiacién solar y la fotosensibilizaciéon es otro aspecto a
tener en cuenta a la hora de valorar la incidencia de las especies
reactivas y su proteccion. La Luz UV que procede de la radiacion solar
se ha visto implicada en la formacion de ROS y, como se sabe, se le
atribuye el aumento de la incidencia de céncer de piel que se viene
observando durante los Ultimos afios como resultado de la exposicién

desmesurada a la radiacion solar.
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Otras fuentes exdgenas de ROS las encontramos en distintos
tipos de contaminaciones ambientales entre las que destaca por su
frecuente generacién y proximidad de exposicion el humo del tabaco y

menos frecuente pero importante también el shock térmico (41,45).

Tabla |- 2. Fuentes y procesos productores de especies reactivas.

Enddégenas - Metabolismo oxidativo Exdgenas - Agentes fisicos y quimicos

Aumento de la respiracion Radiaciones ionizantes y de neutrones
mitocondrial
Reacciones enzimaticas oxidativas Radiacién solar y fotosensibilizacion
Inflamacién, activacion de macréfagos Biotransformacion de drogas y

y liberacién de citoquinas

. . xenobidticos
proinflamatorias

Reacciones de autooxidacién Humo de tabaco

Contaminacién ambiental y pesticidas
Shock térmico

4.3. FUNCIONES BIOLOGICAS DE LAS ESPECIES REACTIVAS

La presencia en condiciones normales de concentraciones
subtdxicas de los ROS sugiere y apunta hacia una posible utilidad
fisiolégica de estos. De hecho, existen no uno sino varios ejemplos
sobre ello. Este es el caso del mecanismo de accion de las células
fagociticas en la defensa biocida, donde se activan bajo estimulos
precisos y estrictamente controlados diversas enzimas implicadas en
la formacién de ROS como son NADPH-oxidasa-citocromo b558,

subfracciones p47phos, p67phox, p40phox y rac2, para la produccion
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de radicales Oz ademas de la xantina oxidasa encargada de
suministrar H202. Se deduce que el resultado final es la formacion del
radical «OH ultimo responsable de la destruccion del agente infeccioso.
También es muy conocido el papel de los ROS como reguladores de
la expresion de factores transcripcionales como NF-kB, AP1, FOS/JUN
y p53, proteinas implicadas en la ejecucion del proceso apoptotico y/o
reparacion del ADN asi como de la respuesta inflamatoria como se

describe en el apartado siguiente.

Finalmente citaremos otra forma peculiar de utilizar especies
reactivas como el H202 como defensa y supervivencia, de lo que da
cuenta el «bombardier beetle» que utiliza al peréxido para producir una
reaccion de vaporizacion exotérmica capaz de alcanzar los 100°C
(31,46).

4.3.1. Expresion génicay hormesis

Una de las primeras aportaciones sobre el papel regulador de
las especies reactivas se debe al investigador Paul Cerutti quien al
poco de proclamarse la definicion de “estrés oxidativo® por Helmut
Sies, publico en la revista Science el poder de los agentes oxidantes
como promotores tumorales a través de la capacidad que éstos tenian
como activadores de oncogenes e inhibidores de genes supresores de
tumores (47). Con esta evidencia se demostraba la participacion de los
ROS y los productos de peroxidacién de moléculas en el proceso de la
carcinogénesis. En su trabajo de revisién de 1985 sefiala ademas la
importancia de las enzimas antioxidantes y otros antioxidantes de bajo
peso molecular como agentes anticancerigenos al actuar como

sustratos antipromotores tumorales (47,48)
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No obstante, en el sentido estricto de lo que se conoce como
expresién génica, hay que sefialar los trabajos pioneros de Irvin
Fridowich, descubridor de la enzima antioxidante superéxido
dismutasa (SOD) quien en sus primeras investigaciones tras su
descubrimiento comprobd el efecto del oxigeno molecular como
inductor de la SOD en distintas lineas celulares. Aunque no
mencionaba en su articulo a los ROS, se deducia de su texto y asi se
comprobd poco después, que esta induccién se debia en gran parte a

las moléculas parcialmente reducidas de este gas (49).

Asi se constato por Guisela Storz en 1986 en lo que representa
uno de los trabajos pioneros sobre el papel regulador de las especies

oxigénicas.

Esta investigadora observd que el tratamiento de Salmonella
typhimurium y células de Escherichia coli con dosis bajas de peréxido
de hidrégeno daba como resultado la induccion de treinta proteinas y
resistencia a la muerte mediante dosis mas altas de perdxido de
hidrégeno. La expresion de nueve de las proteinas inducibles por
peréxido de hidrégeno, que incluyen catalasa, glutatién reductasa y
una nueva hidroperéxido reductasa de alquilo, estaba controlada por
el regulador positivo OxyR. OxyR es homologo a la familia LysR-NodD
de proteinas reguladoras bacterianas y se une a los promotores de
genes regulados por OxyR. La forma oxidada pero no reducida de la
proteina OxyR activa la transcripcion de genes regulados por OxyR in
vitro, lo que sugeria que la oxidacion de la proteina OxyR producia un
cambio conformacional mediante el cual OxyR detecta y transduce una

sefial de estrés oxidativo a la ARN polimerasa (50,51).

En 1991, el grupo de Peter Baeuerle hace un hallazgo muy

importante en ese campo de la investigacion sobre el papel regulador
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de los ROS. Basandose en la importancia de generar respuestas de
defensa adaptativa a la toxicidad de los radicales libres, propone que
las células eucaridticas han desarrollado también mecanismos
selectivos de formacion e ROS como consecuencia de distintos
estimulos inducidos por diferentes agentes. En su trabajo demuestran
el efecto activador del factor transcripcional NF-kB por el peroxido de
hidrégeno y otros ROS. Su mecanismo consiste en la separacion de la
subunidad IkB de complejo p65/p50, lo que permite que éste Ultimo
atraviese la membrana nuclear y alcance al ADN para iniciar la
transcripcion de genes diana. En este mismo trabajo se demuestra el

efecto inhibidor de la transcripcién por agentes antioxidantes (52,53).

Dos afios més tarde el grupo del Dr. Sdez y colaboradores
demuestra el papel del agente peroxidico tert-butil-hidroperéxido
(Tbooh) en la induccion del complejo de histocompatibilidad MHC clase
| en células de fibrosarcoma murino, un efecto que se acompafia de la
induccion del factor transcripcional NF-kB (54).

A esta publicacién le sigui6é otra aportacion en la que el grupo
demostraba en estas mismas células el efecto inductor del Thooh
sobre la expresion del ARNm de c-fos y c-jun, componentes
moleculares del factor transcripcional AP1. Este efecto se relacionaba
con el reducido indice de apoptosis en esta linea tumoral debido a los

altos niveles del antioxidante glutation reducido (GSH) (55).

En los Ultimos afios se ha hecho cada vez méas evidente que
los radicales libres desempefian un papel en una variedad de sistemas
reguladores normales, cuya desregulacion puede desempefiar un
papel importante en la inflamacion. Como ejemplo de estos
mecanismos se apuntaba a los roles como segundos mensajeros de:
oxido nitrico (NO) en la regulacion del tono vascular, O2" en la

proliferacion de fibroblastos y H202 en la activacion de factores de
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transcripcion tales como NF-kB. Entre otros mecanismos de control,
cuya funcién fisiol6gica se alteraba durante la inflamacion, se incluia:
la modificacion oxidativa de la lipoproteina de baja densidad (LDLox),
la inactivacién oxidativa del inhibidor de la alfa-1-proteasa, el
dafio/reparacion del ADN vy la sintesis de proteina de choque térmico.
En los sitios de inflamacion, el aumento de la actividad de los radicales
libres se asocia con la activacion de la NADPH oxidasa de los
neutrdéfilos y/o el desacoplamiento de una variedad de sistemas redox,

incluida la xantina deshidrogenasa de las células endoteliales (56).

En su trabajo de revision, Sen y Packer destacan el papel de
las concentraciones moderadas de ROS ejercen como mensajeros en
la transduccién de sefiales moleculares. Este efecto resulta ademas
del equilibrio entre oxidantes y antioxidantes, es decir, en los cambios
redox intracelulares que inducen distintos factores y situaciones tanto
fisiolégicas como fisiopatoldgicas. En este sentido se sefiala como
factores principales cuya regulacién responde a los cambios redox al
factor transcripcional NFKB y AP1 implicados en numeroso grupo de
procesos inflamatorios y degenerativos como la infeccién por el virus
de inmunodeficiencia humana (VIH), la arterioesclerosis, las
complicaciones de la diabetes y el cancer. Muchos eventos basicos de
la regulacion de las células, como la fosforilacion de proteinas vy la
unién de factores de transcripcion a sitios de consenso en el ADN,
estan impulsados por la homeostasis oxidante-antioxidante fisiologica,
especialmente por el equilibrio tiol-disulfuro. Los sistemas enddégenos
de glutatién y tioredoxina, y el par de lipoato-dihidrolipoato exdgeno
pueden, por lo tanto, considerarse como reguladores efectivos de la

expresion génica sensible a redox (57).

Las especies de oxigeno reactivo pueden tener funciones

adicionales y participar en respuestas biologicas clave, incluida la

-35-



Introduccion

migracién celular, la mitosis y la apoptosis. La proteina pequefa de
unién a guanosin trifosfato (GTP), Rac, como una proteina reguladora
controla la produccion de superoxido y contribuye a los mecanismos

de sefializacién molecular (58).

Rac y GTPasas, a su vez, son reguladas por especies
reactivas y su activacion/inhibicién, que depende de la concentracién
intracelular de GSH, se ha relacionado con el efecto apoptético de

agentes antitumorales como la aplidina (59).

Efectivamente, la muerte y la vida celular programada también
estan sujetas a una regulacion doble redox y al didlogo cruzado de
especies reactivas y factores transcripcionales. Las sefiales de muerte
inducen apoptosis a través de la activacion de caspasas en las células.
El estrés oxidativo induce la activacion de las caspasas, mientras que
la oxidacion de las caspasas da como resultado su inactivacion.
Ademas, algunas sefiales de muerte celular inducen la produccién de
ROS en las células, y las ROS a su vez estimulan la maquinaria de
muerte celular. Toda esta evidencia muestra que el destino de la célula
esta determinado por el dialogo cruzado entre las vias de sefializacién
celular y el estado redox celular a través de un mecanismo de

regulacion complejo (60).

El papel de los antioxidantes y sobre todo el equilibrio pro-
oxidante/antioxidante como el que proporcionan los sistemas del
glutation y la tiorredoxina, como reguladores de las rutas de
sefializacion molecular también se ha demostrado ser un mecanismo
clave en la regulacion de diferentes factores transcripcionales
(57,61,62).

-36 -



Introduccion

La generacion de modificaciones de ADN en las células es, en
la mayoria de los casos, accidental y se asocia con consecuencias
perjudiciales, como un aumento de las tasas de mutacion y un riesgo
elevado de transformacion maligna. En consecuencia, las enzimas de
reparacion implicadas en la eliminacién de las modificaciones tienen
principalmente una funcién protectora. Entre las excepciones bien
establecidas de esta regla se encuentran la 5-metilcitosina y el uracilo,
que se generan enzimaticamente en el ADN en condiciones
controladas y cumplen funciones reguladoras importantes en el ADN
como marcas epigenéticas y en la diversificacion de anticuerpos,
respectivamente. Mas recientemente, se ha obtenido evidencia
considerable de que también la 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-o0xo0G),
una modificacion de ADN promutagénica frecuentemente generada
por especies de oxigeno reactivas enddgenas o exdgenas (ROS), tiene
papeles distintos en la regulacion de transcripcion y transduccién de
sefial. Por lo tanto, la activacién de la transcripcién por el receptor de
estrogeno, NF-kB, MYC y otros factores de transcripcién se demostré
que depende de la presencia de 8-0xoG en las regiones promotoras y
su reconocimiento por la reparacion del ADN glicosilasa OGG1 (8-
oxoguanina-DNA glicosilasa). La histona desmetilasa especifica de
lisina (LSD1), que produce H202 como subproducto, se identific6 como
un generador local de 8-0xoG en algunos de estos casos. Ademas, se
demostré que un complejo de OGG1 con la base del sustrato libre
escindido actia como un factor de intercambio de nucleétido de
guanina (GEF) para GTPasas pequefias tales como Ras, Rac y Rho,

estimulando asi la transduccién de sefial (63,64).

Conviene resaltar que, a pesar de la vulnerabilidad de la
guanina a la oxidacion, los genes de vertebrados estan principalmente

integrados en regiones gendmicas ricas en guanina (G) y citosina (C),
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y mas del 72% de los promotores de genes humanos pertenecen a una
clase con un alto contenido de GC. En el promotor, 8-0xoG puede
servir como una marca epigenética, y cuando se combina con la
enzima reparadora oxidativamente inactivada 8-oxoguanina DNA
glicosilasa 1, puede proporcionar una plataforma para la coordinacién
de los pasos iniciales de reparacion del ADN y el ensamblaje de la
maquinaria transcripcional para lanzar la expresion rapida y
preferencial de genes regulados por cambios redox. Las
desviaciones/variaciones de esta artistica coordinacion pueden ser los
vinculos etioldgicos entre la oxidacidn de guanina y diversas patologias
y enfermedades celulares durante los procesos de envejecimiento
(65).

5. LOS SISTEMAS ANTIOXIDANTES

5.1. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS.

Los sistemas antioxidantes enzimaticos o0 enzimas
antioxidantes son proteinas involucradas en la transformacién
catalitica de especies reactivas de oxigeno y sus subproductos en
moléculas estables no toxicas, representan la defensa més importante

mecanismo contra el dafio celular inducido por ROS.

La anti-oxidacion es el proceso por el cual las oxidaciones de
las moléculas se retrasan en el tiempo, se reducen en la velocidad, o

simplemente son inhibidas. Un antioxidante es cualquier sustancia que
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cuando esta presente en bajas concentraciones en comparaciéon con
los de un sustrato oxidable retrasan o evitan significativamente la
oxidacién de ese sustrato. En las reacciones de antioxidacion, estan
involucrados diferentes mecanismos y moléculas organicas con el fin
de neutralizar los ROS vy otras reactividades de radicales libres. Debe
establecerse un equilibrio preciso entre las concentraciones de ROS y
los antioxidantes dentro de las células y tejidos para garantizar un
estado redox adecuado que garantice el control requerido de

metabolismo y homeostasis organica.

Las enzimas antioxidantes representan un grupo de proteinas
que son responsables de la transformacion de ROS en una estructura
molecular mas estable y menos reactiva. Su desarrollo en proto-células
tempranas fue un paso critico para la evolucion de los organismos bajo
la presién de una atmdsfera progresivamente oxigenada que se fue
generado como resultado de la fotosintesis. Las enzimas antioxidantes
conservadas filogenéticamente constituyen la primera linea de defensa
contra ROS, estd ampliamente distribuida en todos los organismos
vivos y presentan diferentes isoformas celulares y especificas de

tejido, localizadas en diferentes compartimentos celulares (Tabla I-3).
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Tabla I- 3. Enzimas antioxidantes. Caracteristicas reaccionales y distribucion

Tomada de Séez GT, Estan-Capell N. Antioxidant Enzymes. Encyclopedia of

Cancer. Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2014
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Las enzimas antioxidantes catalizan principalmente tres
mecanismos de reaccién diferentes: dismutacion, reaccién peroxidasa

y reducciones de tioles.

5.1.1. Superéxido Dismutasa

Las reacciones de dismutacion se logran mediante superdxido
dismutasas (SOD) (EC 1.15.1.1) y el catalizador.

La reaccion consiste en la transformacion del ion superoxido,
altamente reactivo, en peroxido de hidrégeno, donde no hay electrones
desapareados pero que aun es una molécula muy reactiva. Tres
isoformas diferentes de esta enzima han sido identificados en células

humanas (66).

5.1.1.1. Superéxido Dismutasa Cobre/Zinc

La enzima superdxido dismutasa (SOD), antiguamente
hemocupreina y eritrocupreina, tiene el mayor nimero de recambio
(tasa de reaccién con su sustrato) de ninhguna enzima conocida
(~10°M-1s?). La superoxido dismutasa de zinc y cobre (CuZnSOD) se
localiza principalmente dentro del citosol celular. Esta presente como
un homodimero con un peso molecular de 32,5 kDa y contiene cobre
y zinc en sus sitios activos. Los iones de transicién de metal juegan un
papel importante en esta enzima ya que el cobre participa en el
catalizador la actividad y el zinc son esenciales para su estabilizacién
molecular. Aunque CuzZnSOD parece no ser esencial para el desarrollo

normal y la supervivencia de los animales, juega un papel importante
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en la proteccion del pulmon y otras células de tejido contra la hiperoxia,
dafio por isquemia / reperfusién y cancer. Se ha demostrado que
niveles elevados de CuZnSOD en ratones proporcionan resistencia al
dafio inducido por alergenos a las células del musculo liso traqueal.
Bajos niveles de las enzimas se han observado en diferentes
enfermedades cardiovasculares. La hiperoxia induce mientras que la
hipoxia reduce la expresion de ARNm de esta enzima. SOD esta
presente en todos los metabolizadores de oxigeno celular, pero que
carecen de la mayoria de los anaerobios obligados, probablemente
porque su funcién principal es proporcionar defensa contra los efectos
potencialmente dafiinos del radical superéxido generado como
resultado de metabolismo aerobio. Fridovich y colaboradores (34) han
proporcionado pruebas sustanciales que apoyan la importancia de
SOD para la supervivencia en todas las células que metabolizan
oxigeno. Las mutaciones en la primera CuzZnSOD pueden causar
problemas familiares, esclerosis lateral amiotréfica e inducir algunos
procesos tumorales, como el carcinoma hepatocelular. Su
sobreexpresion se ha relacionado con trastornos neuronales en el
sindrome de Down.

5.1.1.2. La Manganeso Supero6xido dismutasa

La superéxido dismutasa de manganeso (MnSOD) es una

proteina homotetramera que actia con manganeso en su sitio activo.

Se considera una de las enzimas antioxidantes intracelulares
mas importantes que es responsable de la dismutacion de radicales
superéxido formados durante el sistema de transporte de electrones

en el interior las mitocondrias. Su peso molecular es de 88 kDa.
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MnSOD ha demostrado ser esencial para la supervivencia de los
animales, ya que los ratones knockout del gen MnSOD mueren dentro
de las 2-3 semanas posteriores al nacimiento siendo las causas mas
frecuentes de su muerte, la acidosis metabdlica, la neurodegeneracion
y las alteraciones cardiomiociticas. Diferentes factores de transcripcion
estan involucrados en su expresion que puede ser inducida por un
amplio grupo de estimulos incluyendo cambios en el estado redox,
altas tensiones de oxigeno, citocinas inflamatorias, farmacos
citotéxicos, H202, peroxinitrito y contaminantes ambientales como

fibras de asbesto, humo de cigarrillo y ozono.

La MnSOD es abundante en neumocitos tipo IlI, epitelio
bronquial y macréfagos alveolares de diferentes especies animales.
Niveles mejorados de enzimas antioxidantes, asi como la expaosicion a
la hiperoxia subletal, hace que los animales se vuelvan tolerantes a la
dosis téxica de O2. En modelos animales, la induccién de MnSOD, la
privacion en ratones knock-out se acompafa de acidosis metabdlica,
neurodegeneracién y muerte prenatal por miocardiopatia dilatada.
Cambios tanto en la expresion como en la actividad de esta enzima
mitocondrial tienen profundas implicaciones en el proceso de

regulacion del crecimiento y transformacion celular.

5.1.1.3. Superdéxido dismutasa extracelular

La superoxido dismutasa extracelular (EC-SOD) es una
glicoproteina tetramérica con un peso molecular de 135 kDa. EC-SOD
contiene también Cu y Zn en su sitio activo y confiere proteccion
antioxidante al espacio extracelular debido a su alta expresion en los

vasos sanguineos, corazén, pulmén y placenta. También esta
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presente en plasma, linfa y fluidos sinoviales. La enzima se establece
en la matriz extracelular a través de un dominio de unién a heparina en
su secuencia de aminoacidos carboxi terminal. EC-SOD juega un
papel importante en la modulacién de los niveles de éxido nitrico
mediante la eliminacién de radicales superoxido extracelulares. Los
niveles reducidos de EC-SOD contribuyen a una serie de situaciones

patolégicas.

5.1.2. Catalasa

La catalasa (EC 1.11.1.6) es una enzima homotetramérica
hemo con un peso molecular de 240 kDa. Su mecanismo de defensa
consiste en la descomposicion del H202 en agua y oxigeno. La
catalasa también tiene un efecto en la desintoxicacion de fenoles,
acido férmico, metanol y etanol. Se localiza principalmente en
peroxisomas Yy en cierta medida también esta presente en la fraccién
citosodlica. El aminotiazol inhibe la catalasa in vivo al interferir la unién
de una histidina al grupo prostético de hemo. En las células de
mamiferos, la catalasa también puede lograr reaccion de peroxidacién
La acatalasemia es una condiciéon congénita rara con deficiencia de
catalasa en eritrocitos y otros tejidos. La catalasa juega un papel
importante en las adquisiciones de tolerancia al estrés oxidativo
durante la respuesta adaptativa de las células a altas tensiones de

oxigeno.
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5.1.3. Glutation peroxidasa

Las glutation peroxidasas (GPxs) (EC 1.11.1.19) son una
superfamilia de enzimas que catalizan la reduccion de hidroperéxidos
(-ROOH) a grupos alcohdlicos y agua utilizando glutatién reducido
(GSH) como cosustrato. En la reaccién, GSH se oxida a GSSG
(glutation oxidado). Las enzimas GPx se dividen en dos grupos
dependiendo de la presencia de selenio en sus sitios activos. Aquellos
gue contienen selenio (dependiente de selenio) GPx también puede

descomponer H202 en agua y oxigeno.

El glutatién oxidado (GSSG) puede ser reducido de nuevo a
GSH por la enzima GSH reductasa (GR), usando NADPH como

sustrato reductor (Figura I-8).

GSH
GSSG N.ADPB + @

Figura I- 8. Esquema de la secuencia reaccional del sistema de glutation
peroxidasa-reductasa.
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La capacidad de reciclar GSH hace que el ciclo de GSH evite el
agotamiento de los tioles celulares y juegue un papel fundamental
como mecanismo antioxidante para las células aerdbicas. Hay
diferentes formas celulares genéticamente distintas de GPXs en
células de mamiferos. La familia GPx estd compuesta de al menos
ocho isoenzimas (GPx1-GPx8). GPx1 es la isoenzima mas ubicua y
abundante, en la fraccion intracelular que contiene cuatro subunidades
de 22 KDa, cada una con una selenocisteina. GPx2 es la enzima de la
via gastrointestinal. GPx3 circula en sangre y se produce y secreta
desde el rifién. GPx5 y 6 son proteinas especificamente producidas en
el epididimo y en el epitelio olfatorio, respectivamente. GPx4, 7 y 8 son
los primeros en evolucién, con secuencias de aminoacidos
conservadas compartidas por invertebrados y protozoos. GPx4 es una
forma unida a la membrana, importante para la espermatogénesis.
GPXs han sido implicados en diferentes enfermedades
cardiometabdlicas, y su actividad se reduce en las células
mononucleares circulantes de sujetos hipertensos. El bajo nivel de
actividad de la glutation peroxidasa 1 de globulos rojos se asocia

independientemente con mayor riesgo de eventos cardiovasculares.

La coordinacion y las actividades sincronizadas de las enzimas
SOD, catalasa y GPx completan y aseguran la estrategia antioxidante
cuya principal funcion es evitar la produccion del radical hidroxilo
altamente reactivo y peroxinitrito (ONOO-) por lo tanto, previniendo el
dafio celular y la reduccion del intermedio vasoactivo, el 6xido nitrico
(NO) (Figura 1-9).
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[ La Estrategia Antioxidante

+t -+
«w + Fe [Cu
o o-=—-

(o]

2

Figura I- 9. La estrategia antioxidante.

Tomada de Séez GT, Estan-Capell N. Antioxidant Enzymes. Encyclopedia of Cancer.

Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2014

La funcidn sincronizada de las actividades enziméticas SOD,
catalasa y GPx evita la interaccion de Oz con H202 o un ion de metal
de transicién (Cu* / Fe**) a través de las reacciones tipo Haber-Weiss
o Fenton, respectivamente, que conducen a la formacion de especies
de oxigeno altamente reactivas ("OH). Ademas, O: puede reaccionar
con NO para producir el sustrato citotoxico peroxinitrilo (ONOO"). Esta
estrategia antioxidante previene las células contra una generacion
excesiva de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, secundaria al
estrés oxidativo, mientras se mantienen las concentraciones

fisiolégicas y la accién vasodilatadora del NO.
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5.1.4. El eje Tiol-Selenio peroxidasa

El estado redox de tiol celular es mantenido por tres sistemas
principales, el sistema de glutatiéon, el peroxirredoxinas (Prx) (EC
1.11.1.15) y el sistema de tiorredoxina, incluida la tiorredoxina (Trx)
(EC 1.8.7.2) y tiorredoxin reductasa (TrxR) (EC1.8.1.9) que actdan
secuencialmente en la transferencia de electrones entregado por
NADPH o NADH. Desempefian un papel importante en la modulacién
redox de diferentes proteinas y moléculas no proteicas y estan

implicadas en la proliferacién celular, la diferenciacién y la apoptosis.

5.1.4.1. Peroxidoxinas

Esta familia de enzimas con actividad peroxidasa (Prxs) reduce
el peroxido de hidrégeno y los perdxidos organicos a través de cambios
redox de grupos especificos de cisteina-SH. Estas enzimas comparten
el mismo catalizador basico, mecanismo en el que una cisteina redox-
activa (la cisteina peroxidasa) se oxida a un acido sulfénico por el
sustrato de peroxido que se transforma en el alcohol-agua
correspondiente. Se componen de dos subunidades idénticas sin
grupos prostéticos. Prxs contiene una o dos cisteinas funcionales
activas en su sitio activo que permite su clasificacion y nominacion
(Tabla I-3). Prxs1-4 son tipicos 2-grupos cisteina -SH que reducen el
peroxido, mientras que la enzima se oxida para formar un enlace
disulfuro intermolecular. Se encuentran en diferentes compartimentos
celulares, incluido el citosol (Prxs1, 2, 3, 5, 6), peroxisomas (Prxs4 y
5), lisosomas (Prxs4 y 6), reticulo endoplasmico, aparato de Golgi

extracelular (Prxs4) y las mitocondrias (Prxs3 y 4). Prx3 actia
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sinérgicamente con proteinas quinasas tales como MAP3K13 para

regular el factor de transcripcion NF-kB activado en el citosol.

5.1.4.2. Tiorredoxinas

Las tiorredoxinas (Trx) son polipéptidos con una masa
molecular de aproximadamente 12 kDa que se encuentran en
eucariotas y procariotas y que estan ampliamente distribuidos en las
células de los mamiferos. El sistema de tiorredoxina juega un papel
critico en regulacién de muchas funciones celulares tales como
proliferacion y diferenciacion celular. Las tiorredoxinas actian como
donadores de electrones para una serie de enzimas, como
ribonucledtido reductasa, metionina sulfoxido reductasa vy
peroxirredoxinas. En estado reducido, las tiorredoxinas contienen dos
grupos sulfhidrilo (-SH) que sufren oxidacion y forman un puente
disulfuro mixto (-S-S-). Trx interactia con las proteinas diana para
forma un puente disulfuro mixto mientras se oxida (Figura 1-10). En
humanos, las isoformas principales son Trx1 en el citosol y Trx2 en las

mitocondrias.

La radiacion induce la translocacion de Trx1 del citoplasma al
nacleo. Trx1 participa en la S-nitrosilacién reversible de residuos de
cisteina en proteinas diana y por lo tanto, contribuye a la respuesta al

6xido nitrico intracelular.

La tiorredoxina reductasa (TrxR) es una proteina homodimera.
Se han identificado tres TrxR diferentes en humanos (TrxR 1-3), que
estan localizados en diferentes compartimentos celulares. Ellos son
responsables de la reduccion de Trx oxidado usando selenocisteina

como grupo redox activo y FADH o NADPH como el cofactores
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enzimaticos. TrxR es capaz de reducir los puentes disulfuro presentes

en diferentes moléculas, como S-nitrosoglutation y acido lipoico (67).

2 R-5H Tiorredoxin MADPH+H*
\ /' reversiblemente oxidada\ /-

TIORREDOXIN TIORREDOXIN
PEROXIDASA REDUCTASA

R-5-5-R ‘/ \ Tiorrecoxin reducida / \ MADP*

Figura |- 10. Esquema de la secuencia reaccional del sistema de las
tiorredoxinas

De la actuacién sincronizada de las principales enzimas
antioxidantes (SOD, Catalasa y GPx) se consigue mantener la
“estrategia antioxidante” que, como se sefiala en la Figura I-9, consiste

y tiene como finalidad prevenir contra la formacion del radical hidroxilo
('OH) o mantener en el estado estacionario concentraciones

intracelulares de esta especie reactiva compatible con la viabilidad
homeostatica (67).
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5.2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

5.2.1. Vitamina C

Esta considerada como una de las vitaminas con mayor poder
antioxidante. Es el antioxidante soluble exégeno mas abundante que
se encuentra en plasma y fluidos intersticiales. Protege de la

peroxidacion lipidica en el plasma (68).

Es efectiva contra el radical anion superdxido, el peréxido de
hidrégeno, el radical hidroxilo y el oxigeno singlete. Estas especies
reactivas de oxigeno son reducidas a agua, mientras que las formas

oxidadas del ascorbato son relativamente estables y poco reactivas.

En el interior de las células, la vitamina C refuerza la accion de
la vitamina E y del GSH (Glutatién reducido), regenerando sus formas
activas, después de que hayan reaccionado contra las especies
reactivas de oxigeno (69,70).

5.2.2. Vitamina E

Llamada también tocoferol, esta vitamina liposoluble es
esencial para el organismo como antioxidante que ayuda a proteger
los &cidos grasos poliinsaturados de la membrana celular, frente a la
peroxidacion lipidica, manteniendo la estabilidad de dicha membrana
(71).
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La Vitamina E secuestra radicales peroxil lipidicos dando
hidroperoxidos lipidicos y radical tocoperoxilo. Este Ultimo puede ser
reducido por el ascorbato y el glutatién oxidado a la respectiva quinona.
Evita la destruccion anormal de glébulos rojos asi como los trastornos
oculares. Esta constituida por ocho isoformas diferentes conocidas
como tocoferoles y tocotrienoles, siendo el alfa-tocoferol la mas activa
y abundante (71).

5.2.3. Carotenoides

Se trata de compuestos colorantes naturales con pronunciada
actividad antioxidante. La propiedad quimica que les da este caracter
antioxidante se basa en un extendido sistema de dobles enlaces
conjugados. Los carotenoides actlian sobre el oxigeno singlete 102 y
los radicales peroxilos (LOO)(72,73).

La energia de excitacion del carotenoide se disipa a través de
interacciones vibracionales con el solvente, para recobrar su estado
anterior. De esta forma la estructura del carotenoide no se altera y
queda disponible para otro ciclo de activacién. También se ha descrito
su papel en el secuestro de radicales peroxilos por interacciéon quimica
(74).

Al igual que la vitamina E, los carotenoides pertenecen a un
conjunto de antioxidantes lipofilicos presentes en lipoproteinas como
la LDL o HDL. Los carotenoides estan presentes en una gran variedad
de frutas y verduras. Los procesos de absorcion y transporte de los

carotenoides son bastante complejos. Influyen muchos factores como
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la coingestion con fibra o grasas o el cocinado de los alimentos entre
otros (75). El suplemento en la dieta de cantidades moderadas de [3-
carotenos en individuos sanos parece una intervencion dietética

aceptada y saludable.

5.2.4. Ubiquinonas

La Ubiquinona o Coenzima Q y es producida por
practicamente todos los organismos con metabolismo respiratorio es
una de las estructuras moleculares con mayor poder antioxidante que
se conocen. Es una benzoquinona liposoluble que esta presente en la
mayoria de las células eucaridticas, principalmente en las mitocondrias
y ampliamente distribuida por las membranas celulares llevando a
cabo diversas funciones relacionadas con su capacidad redox , entre
las que cabe destacar su papel como transportador de electrones en
la cadena respiratoria mitocondrial donde transporta electrones desde
el complejo | (NADH-reductasa) o el complejo Il (succinato
deshidrogenasa) hasta el complejo Il (coenzima Q - citocromo ¢
reductasa)(76).

También actia como aceptor de electrones de la “acetil-
coenzima A deshidrogenasa” implicada en la beta-oxidacion de acidos
grasos. Se ha demostrado su participacion en la actividad de enzimas
desacoplantes y en la apertura del poro mitocondrial y, por tanto, la
regulacion de la apoptosis. En otras membranas muestra una funcién
antioxidante, bien de forma directa contra la formacion de lipoperéxidos

o de forma indirecta a través del reciclado de otros antioxidantes
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lipidicos como la vitamina E, o hidrosolubles como la vitamina C o
acido ascorbico.

Los diversos tipos de coenzimas Q se diferencian entre si por
el nimero de isoprenos de su cadena lateral. En la naturaleza se
encuentran organismos con 6 unidades de isopreno (Saccharomyces
cerevisiae), 8 (Escherichia coli) o0 9 (Caenorhabditis elegans), o una
combinacion de 9 y 10 (Mus musculus). La forma de CoQ méas comun
en humanos es la CoQ10, aunque también se pueden encontrar
pequefas trazas de Q9. La “Q” se refiere al grupo quimico quinona, y
el 10 al numero de subunidades isoprenoides que tiene (77).

5.2.5. Flavonoides.

Son un gran grupo de antioxidantes polifendlicos que se
pueden encontrar principalmente en forma de O-glicésidos en muchas
frutas, vegetales y bebidas como el té, el vino y la cerveza. Son
eficaces antioxidantes capaces de reaccionar con radicales como los
radicales peroxilos, el radical hidroxilo y el Oz', formando el radical
fenoxi. En este grupo se incluyen distintos subgrupos como los
flavanoles (catequinas, epicatequinas), flavonoles (quercetina,
miricetina, caemferol), flavanonas (haringenina, taxifolina), flavonas
(apigenina, hesperetina), isoflavonas (genisteina), o antocianidinas

(cianidina, malvidina).

Son muchas las propiedades que se les atribuye a los
flavonoides a la hora de interaccionar con radicales libres. Estas

incluyen la presencia de una estructura 3’,4’-hidroxi en el anillo B, la
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presencia de un doble enlace 2,3 conjugado a un grupo 4-oxo en el
anillo C, y la presencia de un grupo 5-hidroxilo en el anillo A con un

grupo 3-hidroxilo y una funcién 4-oxo en el anillo C. (Figura I-11).

Varios estudios, tanto in vivo como in vitro, demuestran las
propiedades antioxidantes de estos compuestos, sin embargo, su

biodisponibilidad es bastante pobre.

Como en el caso de los carotenoides, no se conoce muy bien
cual es la distribuciéon en los tejidos de estos compuestos y su

absorcién en humanos (78).

Figura |- 11. Estructura base de un flavonoide
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5.2.6. Estilbenos.

Esta familia de polifenoles naturales incluye a los derivados
hidroxi- y metoxi- del estilbeno simple, asi como sus formas glicésido
y polimeros. Se encuentran en muchas plantas superiores. Entre los
mas destacados podemos encontrar el resveratrol, uno de los
polifenoles del vino donde sus concentraciones pueden variar entre
0,003 y 3,0 uM en vino tinto. El resveratrol es un polifenol natural
presente en muchas plantas, frutas y frutos secos. Su sintesis esta
regulada por la presencia de factores de estrés como la contaminacién

por hongos y la radiacion ultravioleta (79).

El pteroestilbeno (Figura [-12) es un estilbenoide
quimicamente relacionado con el resveratrol que se encuentra en los
ardndanos y uvas. Pertenece al grupo de las fitoalexinas, sustancias
producidas por las plantas para combatir las infecciones. Durante los
Gltimos afos, a su poder como antioxidantes se suma también un

importante efecto anticancerigeno (80,81).

OH
HsCO =

OCHs4

Figura |- 12. Estructura del Pteroestilbeno
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5.2.7. Estrégenos

Las acciones de los estrégenos incluyen diferentes
mecanismos tales como efectos gendémicos asociados a receptores de
estrogenos (ER), efectos no genémicos que involucran sistemas de
segundos mensajeros y vias de proteinas kinasas y efectos
antioxidantes. Debido a su estructura fendlica y su papel protector
contra la peroxidacién de los fosfolipidos de membrana, se ha llegado

a considerar a los estrégenos como antioxidantes naturales (82,83).

En los seres humanos, el estrégeno mas potente es el 17p3-
estradiol (Figura 1-13), seguido por la estrona y el estriol. Los tres
presentan una estructura esteroidea de 18 carbonos, que contiene un
anillo fendlico A (un anillo aromético con un grupo hidroxilo en el
carbono 3), y un grupo B-hidroxilo o cetona en la posicion 17 del anillo
D. El anillo fendlico A es la principal caracteristica estructural, de la
cual depende la unién selectiva y de alta afinidad a receptores de

estrogenos (84).

Su papel como antioxidante y protector cardiovascular a nivel

cerebral ha sido recientemente demostrado (85).

OH

HO

Figura I- 13. Estructura basica del 17 3 -estradiol

-58 -



Introduccion

5.2.8. Glutatién, GSH

El Glutatién 6 y-Glutamil-Cisteinil-Glicina es el tiol no proteico
méas abundante y ampliamente distribuido en la naturaleza desde
plantas y microorganismos hasta las células de mamiferos. Su
estructura le confiere ciertas caracteristicas que hacen que el glutatién
tenga una diversidad biolégica muy amplia y de gran interés en la

regulacion metabdlica.

Se puede encontrar en dos formas segln su estado de oxido-
reduccién: como GSH o glutation reducido, o como GSSG o glutatién
oxidado (que esta compuesto por dos moléculas de GSH unidas por
un puente disulfuro entre las cisteinas). EI GSH desempefia
numerosas e importantes funciones metabdlicas: una de ellas es la de
proteger a la célula frente al ataque oxidativo; ya sea ROS, perdxidos

o las radiaciones ionizantes.

El GSH es el mayor determinante del potencial redox
intracelular. Tanto la concentracion de GSH como la relacion molar
GSH/GSSG contribuyen a mantener el balance redox dentro de la
célula. Como ya se ha comentado, el equilibrio redox regula diversos
procesos metabdlicos intracelulares que incluyen la actividad
enzimatica, el transporte celular, transducciéon de sefiales y la
expresién génica mediada por la transcripcion de factores entre los que
se destacan el activador de proteina (AP-1), el factor nuclear Kappa-B
(NF-kB) y el p53".

A pesar de que su capacidad antioxidante se debe y relaciona
con su propiedad como cosustrato de la GPx, este tripéptido también
actlla como antioxidante directo o estabilizador de especies reactivas

como el radical *OH. Este efecto, que se atribuye a la presencia en la
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cisteina de un grupo -SH libre, es de extraordinaria importancia ya que
representa un mecanismo rapido y efectivo de eliminacion de ROS, tal
y como se ha comprobado en la proteccién contra la toxicidad inducida

por diversos agentes xenobidticos (86—88).

La GPx utilizando al GSH como coenzima reduce H202y
LOOH a estructuras estables e inocuas como oxigeno, agua o grupos
alcohdlicos, al tiempo que como producto de oxidacion genera
glutatién oxidado (GSSG). El GSSG formado puede ser reducido de
nuevo a dos moléculas de GSH por accién de la enzima GSH
reductasa usando NADPH, que a su vez depende de la funcion de la
ruta de las pentosas fosfato. Asi queda constituido un sistema de
reacciones acopladas en un ciclo de éxido-reduccion. Los peréxidos
organicos (LOOH) pueden ser reducidos por dos enzimas, la glutatién
peroxidasa o la enzima glutation S—transferasa (GSTs). En condiciones
de estrés oxidativo severo, la habilidad de la célula para reducir GSSG
a GSH se encuentra superada, tendiendo entonces a la acumulacién
de GSSG. Para evitar un cambio en el equilibrio redox intracelular, el
GSSG es transportado fuera de la célula o bien forma disulfuros mixtos
con las proteinas para mantener el equilibrio redox (89,90) (Figura I-
14).
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2 GSH

GSH
Peroxidasa 3
o S-transferasa oS

GSSG

peroxidasa reductasa e

Figura |- 14. Funcion antioxidante de GSH.

1) El peréxido de hidrégeno formado por el metabolismo aerébico es metabolizado por
la enzima "GSH peroxidasa" formando GSSG. 2) El GSSG formado en la reaccion
anterior es reducido por la enzima "GSH reductasa" utilizando NADPH como cofactor. 3)
Los peréxidos organicos (ROOH) formados pueden ser reducidos por GSH peroxidasa.
4) El GSSG formado durante el estrés oxidativo que no puede ser reducido a GSH es

exportado de la célula para mantener el equilibrio redox (90).
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6. ESTRES OXIDATIVO. INTERACCIONES MOLECULARES Y
PRODUCTOS DE OXIDACION MOLECULAR

Cuando la bateria de sistemas antioxidantes de que disponen
las células, no son suficientemente efectivas para el control adecuado
de las concentraciones fisiologicas de los ROS, éstas entran y se ven
sometidas a una situacion de compromiso tanto estructural como
metabdlico conocido como “Estrés Oxidativo” (EO) tal y como fue
referido primero por Ernst Beutler en los afios 70 (91) y posteriormente
definido por Helmut Sies en la década de los 80 y revisado

recientemente por este mismo autor (36,92,93).

Por lo tanto, el EO, refleja una situacién de desequilibrio entre
los procesos de oxidacién espontanea inducida por un aumento en la
produccion de ROS vy la efectividad de los sistemas antioxidantes. En
estas condiciones, una vez superada la barrera antioxidante, las
especies reactivas difunden a través de los distintos compartimentos
celulares e interaccionan libremente con un nimero muy variado de
biomoléculas orgénicas a las que modifican oxidativamente primero
para inducir la pérdida de su funcién biologica después. Esta
modificacion oxidativa es el resultado del secuestro electrénico al que
se ven sometidas por las especies paramagnéticas en un intento de
aparear su electron desapareado. En este sentido, es importante
sefialar que este tipo de oxidacidn no tiene nada que ver con el proceso
normal de oxidaciones metabdlicas que constituyen y forman parte del
catabolismo en el metabolismo intermediario. En otras palabras y para
mostrar un ejemplo de lo dicho, la oxidacién de los &cidos grasos se
puede conseguir a través de dos procesos muy diferentes entre si tanto
en lo que respecta a su funcionabilidad y mecanismo bioquimico como

en lo que se refiere a su finalidad metabdlica y productos metabdlicos.
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Si una cadena de acido graso como el palmitico (C16:0) se
oxida metabdlicamente como sustrato de la B-oxidacion, este proceso
se lleva a cabo mediante un sistema coordinado y regulado catalizado
por un sistema o complejo multienzimatico en el que participan
distintas proteinas enzimaticas y cuyo resultado es, ademas del
acortamiento de la cadena hidrocarbonada la produccion de 108

moléculas de ATP.

Si por el contrario el acido graso palmitoleico (C16:1:9) antes
de saturar el doble enlace en posicion 9, es atacado por un radical “OH,
el proceso se conoce como lipoperoxidacidon que es el resultado de
distintos secuestros de electrones y protones, la formacion de
peréxidos (LOO") e hidroperéxidos (LOOH) entre otros productos de
oxidacidn, y finalmente la alteracion de su configuracién espacial con
grave repercusién para la estructura macromolecular en la que se

localice.

De igual forma se pueden ver alteradas distintas moléculas
que mantienen la arquitectura celular y sus distintas funciones
homeostaticas, de las que vamos a destacar las mas importantes como

son las estructuras lipidicas, las proteinas y los acidos nucleicos.

6.1. DANO OXIDATIVO A LOS LiPIDOS

Efectivamente, los &cidos grasos, especialmente, los
desaturados, son estructuras predilectas para su oxidacién
(peroxidacion) por los ROS. Este proceso transcurre a través de
distintas fases o0 etapas reaccionales que han sido descritas y

clasificadas en reacciones de iniciacién, propagacion y terminacion, si
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bien el alcance de las mismas y sus distintos efectos citotoxicos son
impredecibles (Figura I-15). Se han realizado numerosos estudios para
medir la peroxidacién de lipidos, ya que hay una alta concentracién de
hidrégenos alilico en los compuestos de acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) de los fosfolipidos, que son realmente sensibles al ataque de
radicales libres. Los productos finales de este proceso de peroxidacion
lipidica son aldehidos, gases hidrocarbonados y diferentes residuos
guimicos como el malonildialdehido (MDA). El MDA tiene la capacidad
de reaccionar con las proteinas y los lipidos dando lugar a las bases
conjugadas de Schiff, productos fluorescentes insolubles acumulados
en los lisosomas que dan lugar a un compuesto coloreado llamado
lipofucsina o pigmento senil (31). Este tipo de macromoléculas pueden

oxidarse hasta producir sustancias citotoxicas(10).

El ensayo actual alternativo para medir la peroxidacién de
lipidos es determinar un grupo de compuestos de tipo prostaglandina
(PG) que proviene del ataque de lipidos de membrana de ROS; son
los F2-isoprostanos esterificados. Los isoprostanos (8-iso-F2a PG)
son compuestos biolégicamente activos cuyo nivel en la orina es un
predictor independiente de muerte en adultos mayores. Las ventajas
de esta determinaciéon son: a) este analito puede medirse con
precisién, incluso a nivel picomolar; b) son bastante estables; c) no
exhiben variaciones diurnas; d) puede detectarse en casi todos los
tejidos bioldgicos; e€) sus niveles estan modulados por el estado
antioxidante del cuerpo, pero no por la composicion lipidica de la dieta
(31).
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Figura I- 15.
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6.2. DANO OXIDATIVO A LAS PROTEINAS

Casi todos los aminoacidos en las proteinas son un objetivo
potencial para la oxidacién de ROS, las proteinas dafiadas por ROS
producen residuos de aminoacidos oxidados. La mayoria de las
modificaciones oxidativas producen proteinas con grupos carbonilo
(10), sin embargo, se pueden encontrar otras modificaciones
oxidativas (Tabla I-4). En la tabla se muestra la oxidacion de la mayoria
de los aminoé&cidos tipicos. La oxidaciébn de metionina conduce al
sulféxido de metionina, mientras que la oxidacion de cisteina se
encuentra con una variedad de productos oxidados con cisteina,
incluidos los disulfuros (46). La mayoria de las modificaciones
proteicas son irreversibles y llevan consigo la degradacion de la
macromolécula para ser reemplazada por otra proteina lo que altera el

mecanismo de recambio proteico (46).

Ademas del recambio proteico, la oxidacion de proteinas
puede tener otras muchas consecuencias a nivel metabdlico y
fisiologico, como la alteracibn de receptores de membrana, la
inactivacion de factores transcripcionales o la distorsion de la ruta de
sefializacion en las que estas intervienen cuando afectan a

proteinquinasas o factores de crecimiento y diferenciacion celular.
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Tabla I- 4. Estructuras oxidadas de aminoacidos
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6.3.LA OXIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

A pesar de las ventajas evolutivas que permitieron al &cido
desoxirribonucleico (ADN) convertirse en la molécula especializada en
el almacenamiento de la informacién genética, ésta no esta exenta de
perturbaciones en su estructura y por lo tanto de su funcién. La
molécula del ADN es mas estable que la de acido ribonucleico (ARN)
ya que, al carecer de un grupo hidroxilo en el carbono 2’ de la
desoxirribosa, le confiere mayor estabilidad y menor susceptibilidad
para su hidrélisis. Por otra parte, su estructura de doble hélice, le
otorga la fiabilidad en la replicacion, asi como la de reparacién de su
mensaje, asegurando por la otra cadena conservante de la informacién
intacta que actila como molde, a estas ventajas debemos afiadir una
proteccion adicional que se desprende de la localizaciéon nuclear de
este polimero y de su empaquetamiento de forma organizada gracias

a un tipo de proteinas especificas conocidas como histonas (94,95).

La modificacién oxidativa de acidos nucleicos es uno de los
aspectos mas relevantes dentro de las interacciones moleculares de
los ROS y las consecuencias biopatologicas del EO. Efectivamente, la
oxidacién del ADN tiene implicaciones profundas sobre los
mecanismos de sefalizaciébn a través de distintos factores de
transcripcién génica que controlan la division celular ademas de sus
efectos mutagénicos. Si bien las cuatro bases nucleotidicas en el ADN
son susceptibles de ser oxidadas por los ROS, es la guanina la que

con mayor frecuencia sufre esta modificacion. La oxidacion del
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carbono en posicion C8 de la guanina da lugar a la base modificada y
mutagénica 8-oxo-7,8-dihidro-2'deoxiguanosina (8-oxo-dG). Esta
modificacion induce la transversion de base de GC a TA al inducir a
errores por parte de la ADN polimerasa durante la replicacién de las
cadenas nucleotidicas (96), aumentando la inestabilidad genética y
consecuente activacion/inhibicion de oncogenes y genes supresores
de tumores respectivamente (47,48). El grado de EO se ha
comprobado estar relacionada con, la inestabilidad genética y el
acumulo de mutaciones genéticas en diversos estudios y modelos
experimentales como en el tumor colorrectal humano (97), asi como
en otro grupo de tumores tanto hematolégicos (98-101), como
ginecoldgicos (102), endocrino-metabdlicos (103,104) y digestivos
(105), donde los niveles elevados de la base modificada y mutagénica
8-ox0-dG, es un factor claramente determinante de su patogenia

cuando no es debidamente reparada (31,95,106,107).

El interés cientifico y biomédico por el estudio de esta base
mutagénica llevé a la constitucién de un consorcio a nivel internacional
para el estudio y validaciéon de los métodos idéneos de cuantificacién
de la 8-0x0-dG Yy el establecimiento de sus niveles de normalidad en

distintos liquidos biol6gicos humanos (108,109).

También es importante sefialar que la frecuencia de impactos
lesivos que recibe nuestro material genético esta cifrado en 105-108 por
célula y por dia. Esta cifra aun representando una porcion muy
reducida del todo el genoma humano, no carece de importancia
especialmente porque cuando la oxidacién o mutacién derivada de

ésta, afecta a un oncogén o gen supresor las consecuencias para el
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control de la division y crecimiento celular pueden ser graves. Por otra
parte, dependiendo de la intensidad de este ataque oxidativo las
alteraciones pueden ir desde la mutacién puntual hasta la ruptura
cromosomica. El conjunto de las modificaciones y consecuencias que
a nivel molecular pueden ocurrir en una situaciéon de EO se resumen

en la siguiente figura (Figura 1-16).
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Figura I- 16. Interacciones moleculares de los radicales libres y sus efectos.
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7. EL ESTRES OXIDATIVO EN LAS ENFERMEDADES LIGADAS
AL ENVEJECIMIENTO.

En la actualidad, se sabe y asi se ha podido confirmar a través
de multiples estudios tanto experimentales de observacion como
epidemiolégicos, que el estrés oxidativo subyace e interviene en la
evolucién de las complicaciones patogénicas de todas y cada uno de
los procesos degenerativos propios de la edad avanzada. En parte,
este denominador comin se debe al proceso inflamatorio que
caracteriza a la mayor parte de estas enfermedades entre las que
destaca, por su incidencia y prevalencia, las enfermedades
cardiovasculares y cardiometabdlicas, los procesos neuromusculares
y deterioro articular, las alteraciones neuroldgicas y el cancer. En todos
ellos, sin excepcion se han comprobado disfunciones de los sistemas
antioxidantes y/o un aumento de los productos de oxidacién como
consecuencia de un EO que se acentla inevitablemente con el paso

de los afios (Figura I-17).
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Figura I- 17. Implicaciones fisiopatoldgicas del estrés oxidativo

De esta manera, queda por ver si el grado de estrés es de la
misma intensidad en todos los individuos dentro de una misma franja
de edad y que consecuencias o0 beneficios puede tener para aquellos
seres mas longevos (110,111).

Este aspecto, de gran y reciente interés, se tratara mas
adelante. Como ya se ha comentado, no hay que olvidar que las
especies reactivas en general y los ROS en particular, en condiciones
fisiologicas o controladas desempefian funciones de regulacion

homeostéatica muy importantes para las células.
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7.1. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

La evidencia experimental a favor de la participacion de los
ROS y el EO en las enfermedades cardiovasculares es muy amplia y
se conoce desde hace més de dos décadas. En este sentido uno de
los procesos mas estudiados han sido la arterioesclerosis y la
hipertension arterial. Tanto a través de la inactivacion del agente
vasodilatador 6xido nitrico (NO) por radicales O2 como por la oxidacion
de las lipoproteinas LDL, el estrés oxidativo influye en el desarrollo y
complicacién de las enfermedades cardiovasculares. Efectivamente, el
estrés oxidativo esta presente en situaciones fisiopatolégicas que
afectan al sistema cardiocirculatorio tales como el consumo de tabaco,

la hipercolesterolemia, la diabetes y la hipertension arterial (45,112).

Distintos modelos experimentales de hipertension demuestran
la existencia de fenbmenos oxidativos. La hipertension espontanea
(113), la de origen renovascular (114), la inducida con acetato de
desoxicorticosterona (115), o la asociada a la obesidad (116) son
algunos ejemplos de la relacion existente entre el estrés oxidativo y la

disfuncion vascular.

El hallazgo de menores actividades antioxidantes y de un
aumento de los productos de peroxidacién lipidica en la hipertensién
apunta hacia una sobreproduccién de especies reactivas en estos
pacientes (114,117-119).

Estas alteraciones se han demostrado tanto en las células

endoteliales como en las células sanguineas circulantes (120-126).

Un aumento en la produccién de radicales de oxigeno e

hidroperoxidos en sangre es la causa de la modificacion oxidativa de
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LDL que son fagocitadas por el sistema reticulo endotelial con mayor
avidez que las LDL intactas (123).

Se ha observado que las células sanguineas de las personas
hipertensas presentan concentraciones significativamente mas
elevadas de 8-oxo-dG tanto en el ADN nuclear como mitocondrial, lo
que da cuenta de la intensidad del proceso oxidativo (124). La
reduccion de las cifras tensionales en estos pacientes normaliza
también las concentraciones de los marcadores de estrés oxidativo,
siendo este efecto independiente de la estrategia terapéutica utilizada
y proporcional al tiempo de tratamiento (125). Cabe destacar, la
correlacion significativa observada entre el marcador de oxidacion
(GSSG/GSH) y el grado de lesién orgénica, dada por concentraciones

de microalbuminuria, en los pacientes hipertensos (127).

En otro estudio multicéntrico llevado a cabo por el grupo de
trabajo AtheroGene, se ha demostrado el papel de la GPx1 como factor
independiente de riesgo cardiovascular. La actividad de esta enzima
esta reducida en los pacientes con antecedentes de angina estable o
inestable y el mayor grado de reduccién enzimatica se corresponde
con una mayor probabilidad de complicaciones con aumento de la

morbilidad y mortalidad de los pacientes afectados (128).

Se han propuesto otros marcadores de peroxidacion y/o
lipoproteinas peroxidadas como determinantes de la evolucion clinica
cardiovascular (129-131).
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Por otra parte, la regulacion al alza de las enzimas productoras
de ROS como nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH)
oxidasa y mieloperoxidasa, junto con la regulacién a la baja de las
enzimas antioxidantes, como la superéxido dismutasa y la glutatién
peroxidasa, se produce durante el envejecimiento. Este desequilibrio
puede predisponer a la trombosis potenciando la activacion plaquetaria
y de la coagulacion y provocando una disfuncion endotelial.
Recientemente, los productos derivados del intestino, como el N-6xido
de trimetilamina (TMAO) y el lipopolisacarido, estan emergiendo como
nuevos factores de riesgo ateroscleréticos y se ha demostrado que la
composicién de la microbiota intestinal cambia con el envejecimiento y
puede coincidir con el aumento del riesgo cardiovascular en los

ancianos (132).

Recientemente se han planteado otros aspectos de interés a
tener en cuenta en relacion con los mecanismos moleculares que
vinculan al estrés oxidativo con las enfermedades cardiovasculares.
Algunos factores transcripcionales y vias de sefializacion molecular
como P66Sch-SIRT1 que actian como moduladores del EO tienen un

efecto protector contra la enfermedad cardiovascular (133).

También se ha comprobado el papel del citoesqueleto de
actina en la funcion de las células vasculares, como un elemento que
cumple funciones mecanicas, organizativas y de sefializaciéon. Muchas
de las proteinas del citoesqueleto son sensibles a las especies
reactivas del oxigeno y la regulacidon redox se ha convertido en un
modulador fundamental del citoesqueleto de actina y sus proteinas

asociadas. Los oxidantes alteran las proteinas del citoesqueleto de
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actina y estas alteraciones afectan la migracion celular, la proliferacién
y la contraccion de las células vasculares, lo que tiene su repercusion

en la evolucion de las enfermedades del aparato cardiovascular (134).

Como ya se ha mencionado, ademéas de ejercer efectos
adversos a nivel de las células vasculares, las especies reactivas de
oxigeno ejercen funciones como moléculas de sefializacion en
practicamente la totalidad de las células del sistema cardiovascular
gue incluyen a las células endoteliales, musculares lisas, fibroblastos

y adipocitos perivasculares (135-137).

En relacién con todo lo expuesto, también resulta interesante
y representativo de la importancia del EO en la evolucién patogénica
cardiovascular el hecho de que la intervencion dietética con dieta
mediterranea suplementada con aceite de oliva o frutos secos, ambos
ricos en antioxidantes, haya resultado muy efectiva en la prevencion
de eventos cardiovasculares comparado con otras medidas de
actuacioén clasicas como la reduccién del contenido graso de la dieta
(138).

Este hecho, junto con los descritos anteriormente, vincula
todavia mas el papel de las modificaciones oxidativas con la

patogenicidad de las enfermedades cardiovasculares.
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7.2. ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Si bien la totalidad de las células aerdbicas son susceptibles
de sufrir los efectos del EO, el cerebro de los mamiferos es todavia
més vulnerable a la accion nociva de los ROS. Una de las razones es
su alto consumo de oxigeno. En los humanos el cerebro representa
una fraccién reducida del peso corporal, sin embargo, su consumo de
oxigeno es aproximadamente el 20% del total. El contenido de oxigeno

por unidad de masa tisular es, por lo tanto, muy alta.

El cerebro adulto contiene entre 10! a 102 células nerviosas
(neuronas), mantenidas y protegidas por un nimero muy superior de
otras células conocidas como glia. Estas Ultimas desempefian
funciones de gran importancia como soporte a las funciones de las
neuronas y a la fisiologia en el sistema nervioso. En términos
generales se asume que las neuronas estdn mas expuestas que la glia
al EO y que este fendmeno también afecta a las células de la barrera
hematoencefalica.

Como se deduce del alto consumo de oxigeno del cerebro, su
metabolismo energético es muy activo. La mayor parte del oxigeno que
llega a las células neuronales se utiliza para su reduccién tetravalente
y sintesis de moléculas de ATP necesarias para mantener el gradiente
i6nico (concentracién elevada de K*, baja de Na* y muy reducida de
Ca**). La bomba de Na*/K*-ATPasa, es la encargada de captar y
bombear posteriormente los iones Na* para el correcto mantenimiento

de la transmisién nerviosa.
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Las causas y mecanismos que hacen del cerebro un tejido
especialmente susceptible a la impronta de las especies reactivas son
numerosos y variados, tanto desde el punto de vista bioquimico,
molecular como fisiolégico. El estrés oxidativo (EO) es, como se ha
sefialado, uno de los factores predisponentes en las alteraciones
neurobiolégicas. Existen estudios que relacionan la patogénesis de las
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson
y de Alzheimer, la esclerosis mdultiple, etc con la generaciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno
(RNS) asociadas con disfuncion mitocondrial. La peroxidacion lipidica
puede causar la alteracion de la membrana celular hasta llegar a su
destruccién; los marcadores precoces Yy tardios de la peroxidacién
lipidica incluyen los aductos de hexanoil —lisina (HEL), acroleina—
lisina (ACR) y 4-8 hidroxinonenal (4-HNE).

El dafio oxidativo del ADN y ARN produce 8-oxo-7,8-dihidro-2-
desoxiguanosina (8-oxo-dG) y 8-hidroxiguanina (8-oxo-dGo),
respectivamente, los cuales son considerados como marcadores de

eleccion en la valoracién EO y su poder mutagénico es muy elevado.

El dafio oxidativo de estas biomoléculas puede contribuir a la
pérdida de funcion o a la exacerbacién del dafio. El cerebro, como
hemos apuntado, es particularmente susceptible al dafio oxidativo por
su elevada velocidad de consumo de oxigeno, por su alta demanda de
energia, gran abundancia de acidos grasos poliinsaturados y lipidos y

su relativa capacidad antioxidante respecto a otros érganos.
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Generalmente, el 2% del oxigeno consumido por las células
durante la fosforilacion oxidativa se convierte en ROS sin embargo,
este debe ser mayor en los sujetos con deficiente fosforilacién
oxidativa como es el caso de la enfermedad de Alzheimer sugiriendo
que el dafio oxidativo puede ser un hecho precoz en la patogenia de

esta enfermedad (139).

La estrecha relacién existente entre el EO y el desarrollo y/o
evolucién de las enfermedades neurodegenerativas ha dado lugar,
como en otros procesos fisiopatoldégicos asociados, a plantear el
potencial uso y utilidad de los antioxidantes como factores preventivos
y eficaces en el retraso de los sintomas neurodegenerativos.
Efectivamente, siendo el EO una caracteristica patoldgica comin a una
multitud de enfermedades neurolégicas, los antioxidantes se han
considerado como agentes terapéuticos potenciales atractivos para
contrarrestar el dafio neuronal mediado por ROS. Sin embargo, a
pesar de alentar los datos in vitro y preclinicos in vivo, la eficacia clinica
de las estrategias de tratamiento antioxidante es marginal y la mayoria
de los ensayos clinicos que utilizan antioxidantes como agentes
terapéuticos en enfermedades neurodegenerativas han arrojado
resultados algo decepcionantes. Esto podria deberse en parte a la
necesidad de ajustar las concentraciones y los parametros de tiempo
entre los estudios preclinicos y los entornos clinicos. Ademas, es
necesario investigar nuevos métodos de administracion eficaces,
particularmente teniendo en cuenta que un agente terapéutico exitoso
para enfermedades neurolégicas debe cruzar facilmente la barrera
hematoencefélica (BHE). En ese sentido, el uso de compuestos que
cruzan la BHE y potencian la maquinaria de defensa antioxidante

endbgena activando, por ejemplo, la via Nrf2 o bien compuestos
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capaces de modular la produccién de ROS, como los inhibidores de la
enzima NOX, se presentan como una estrategia mas prometedora
para combatir el estrés oxidativo en el sistema nervioso central (SNC).
Carvalho AN et al en su reciente trabajo de revision hacen una breve
descripcion de los principales protagonistas oxidativos y su
participacion en la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Huntington y la esclerosis muiltiple,
analizando criticamente el potencial de los antioxidantes como agentes
terapéuticos para los trastornos del sistema nervioso central como

nuevas estrategias terapéuticas emergentes (140).
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7.3. TRASTORNOS NEUROMUSCULARES

El musculo esquelético es un sitio importante de actividad
metabdlica y es el tejido mas abundante en el cuerpo humano. La
atrofia muscular relacionada con la edad (sarcopenia) y la debilidad,
que se caracterizan por la pérdida progresiva de la masa y la funcién
del musculo magro, son un importante contribuyente a la morbilidad y
tienen un profundo efecto en la calidad de vida de las personas
mayores. Con una poblacion de adultos mayores en continuo
crecimiento (se estima que dos mil millones de personas mayores de
60 afios para 2050), la demanda de atencién médica y social debido a
déficits funcionales, asociados con el envejecimiento neuromuscular,
aumentara inevitablemente. A pesar de la importancia de este
problema "epidémico", los principales mecanismos bioquimicos vy
moleculares subyacentes a los déficits relacionados con la edad en la
integridad y funcién neuromuscular no han sido completamente
determinados. El masculo esquelético genera especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (RONS) de una variedad de fuentes subcelulares,
y se ha sugerido que el dafio oxidativo asociado a la edad es un factor
importante que contribuye al inicio y la progresién de la atrofia
muscular inherente al envejecimiento. Los RONS puede modular una
variedad de procesos de transduccion de sefiales intracelulares, y la
interrupcion de estos eventos en el tiempo debido al control redox
alterado se ha propuesto como un mecanismo subyacente del
envejecimiento. El papel de los oxidantes en el envejecimiento ha sido
ampliamente examinado en diferentes organismos modelo que han
sido sometidos a manipulaciones genéticas con hallazgos

inconsistentes. Los estudios de roedores transgénicos y knockout han
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proporcionado informacion sobre la funcién de los sistemas

reguladores de RONS en el envejecimiento neuromuscular (141).

La pérdida de masa y funcion del misculo esquelético
relacionada con la edad contribuye de manera clave a la fragilidad
fisica en individuos mayores y nuestra comprension actual de las areas
clave en las que ROS contribuye a los déficits relacionados con la edad
en el musculo parece indicar que las sefales redox defectuosas
ejercen un papel clave en el mantenimiento integridad neuromuscular.
Los ROS estimulan las adaptaciones a la actividad contractil en el
musculo que incluyen, entre otras, la regulacién positiva de las
respuestas de estrés a corto plazo, un aumento en la biogénesis
mitocondrial y un aumento en algunos procesos catabdlicos. Estas
adaptaciones ocurren a través de la estimulacion de procesos
regulados por cambios en el equilibrio redox que conducen a la
activacion de factores de transcripcion tales como NF-kB, AP-1 y HSF1
gue median los cambios en la expresion génica. Estos tipos de
adaptacion reguladora se atentan durante el envejecimiento y parece
estar relacionado con un aumento de la produccién de peréxido de
hidrégeno a nivel mitocondrial relacionado con la edad. Existe una
comunicacion reciproca mediada por redox entre las neuronas
motoras y el muisculo donde los ROS liberados por las fibras
musculares durante el ejercicio contribuyen a mantener la integridad
de los axones. Los cambios degenerativos en la estructura
neuromuscular que ocurren con el envejecimiento parece ser el
mecanismo por el cual la mitocondrial es de las fibras musculares que

generan mayor cantidad de ROS (142).
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7.4.ESTRES OXIDATIVO Y CANCER

Hoy en dia, el cancer puede considerarse una enfermedad
relacionada con la edad, ya que la incidencia de la mayoria de los
canceres aumenta con la edad, aumentando mas rapidamente a partir
de la mitad de la vida. Aunque los adultos con longevidad prolongada
son menos propensos a desarrollar cancer, en la actualidad se esta
observando que el envejecimiento y el cancer comparten vinculos
moleculares comunes, por lo que estos mecanismos pueden ser
adecuados tanto para tratar trastornos multiples como para prolongar

el envejecimiento saludable.

La edad es un poderoso factor de riesgo para el cancer y se
plantean diversos mecanismos para explicar el aumento exponencial
en la mayoria de los neoplasmas en los ancianos, basandose en
distintas investigaciones que demuestran que la progresién tumoral es
mas rapida en ratones mayores y personas mayores gque en ratones
mas jovenes y personas mas jovenes. Tres procesos que alteran la
tasa de envejecimiento, como la especiacion, la restriccion calérica y
la reproduccidn selectiva, tienen efectos paralelos sobre la incidencia
del cancer. Esto sugiere que los dos procesos, cancer y
envejecimiento, estan intimamente conectados. El conocimiento de los
mecanismos por los cuales el proceso de envejecimiento controla la
tasa de desarrollo de tumores merece es un area de investigacion

prioritaria en la oncologia experimental y clinica (143).

No cabe duda de que, entre las multiples hipétesis emitidas, el
papel de los radicales libres ocupa un lugar predominante y aceptado

de forma mas unanime (47,48).
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Esta asuncion se basa en distintos hechos experimentales que
a lo largo de los afios han demostrado el papel el EO en el proceso de
la carcinogénesis donde se sabe que los ROS actlan tanto como
iniciadores como promotores del proceso tumoral a través de la
activaciébn de distintos oncogenes y/o inactivacion de genes

supresores de tumores (144-146).

El grupo de Bruce Ames, en la Universidad de Berckeley en
California fue el primero en establecer la frecuencia de impactos
lesivos que sufre material genético de distintas células animales
concluyendo, entonces, que se trataba de un nivel muy alto de lesiones
oxidativas y que éstas ocurrian durante el metabolismo normal de
estas células. En cada célula de rata, el nivel en el estado estacionario
de este dafo se estima en aproximadamente 108 aductos oxidativos,
llegandose a formar aproximadamente 10> nuevos aductos
diariamente. Este dafio endégeno del ADN parece ser un importante
contribuyente al envejecimiento y a las enfermedades degenerativas
asociadas con el envejecimiento, como el cancer. La tasa de dafio
oxidativo en especies de mamiferos con una tasa metabdlica alta, de
expectativa de vida corta y una tasa especifica de cancer por edad
elevada como es el caso de las ratas es mucho mayor que esa misma
tasa en humanos, mamiferos de larga vida con una tasa metabélica
mas baja y una menor tasa especifica de cancer. Los estudios
epidemiolégicos y de investigacion basica sobre los mecanismos de la
carcinogénesis apuntan a la mitogénesis como un importante
contribuyente al cancer. Las células en division, en comparacion con
las células que no se dividen, tienen un riesgo enormemente
aumentado de mutaciones, en parte debido a la conversién de aductos
de ADN en mutaciones. La mitogénesis también aumenta la

probabilidad de amplificacion génica y pérdida de 5-metilcitosina. Las
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intervenciones dietéticas que disminuyen la mitogénesis, como la
restricciéon calérica, se ha visto efectiva como mecanismo para

disminucién de la incidencia del cancer (147).

Como es bien conocido, el cancer en humanos y animales es
un proceso de enfermedad de multiples pasos o etapas de
transformacion celular. En este proceso, una sola célula puede
desarrollarse desde un tejido normal hasta convertirse en una entidad
maligna que eventualmente puede llegar a destruir el organismo. La
compleja serie de cambios celulares y moleculares que ocurren a
través del desarrollo de cénceres puede estar mediada por una
diversidad de estimulos endb6genos y ambientales. Se sabe desde
hace mucho tiempo que las especies de oxigeno activo y otros
radicales libres son mutagénicos (47,143,148) ademas, estos agentes
han surgido mas recientemente como mediadores de otros cambios
fenotipicos y genotipicos que conducen desde la mutacién hasta la

neoplasia.

El potencial mutagénico de los ROS reside en los
apareamientos incorrectos de bases nucleotidicas que puede
acontecer como consecuencia de la reparacion incorrecta de sus
lesiones oxidativas. Como ya se ha comentado, las cuatro bases
nucleotidicas que componen las cadenas de ADN mediante enlaces
fosfodiéster y enfrentadas entre si por puentes de hidrégeno, pueden
ser modificadas por radiaciones ionizantes o por diferentes especies
reactivas. Sin embargo, los estudios experimentales que se han
llevado a cabo coinciden en la mayor susceptibilidad y por lo tanto
frecuencia de lesiones oxidativas que afectan y se encuentran
habitualmente en la guanina. De ahi, su importancia como marcador
de estrés oxidativo y de la carcinogénesis. Dentro de las especies

reactivas de oxigeno la que més facilmente difunde a través de las
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membranas celulares es el peréxido de hidrégeno si bien su poder
oxidante, al no poseer electrones desapareados, se debe mas bien a
la formacidn de la especies radicalaria *OH que se forma, a través de
la reaccién de Fenton, en la proximidad de las cadenas de acidos
nucleicos hasta donde llega el H202 y donde se encuentra con un

medio con disponibilidad de metales de transicion.

El resultado es la oxidacion del carbono 8 del anillo de la
guanina para formar 8-oxo-dG. Esta base, en condiciones normales,
es rdpidamente reparada por las proteinas especificas glicosilasas, en
los humanos conocida la 8-oxoguanina-DNA glicosilasa (hOGG1)
(149).

Se trata de un mecanismo complejo de actuacion en el que
intervienen multiples factores transcripcionales y sefializaciones
moleculares bajo el control de la proteina supresora de tumores p53
(150).

La hOGG1 rompe el enlace glucosidico entre la guanina
oxidada y la estructura de 2-desoxirribosa que se separa de la cadena
nucleotidica dejando un lugar abasico en dicha estructura para su
reposicién por otra molécula de guanina no oxidada. La 8-oxo-dG
separada del ADN pasa al torrente circulatorio y, sin mas modificacion

metabdlica se elimina concentrada por la orina (Figura I-18).

Este mecanismo es de extraordinaria importancia ya que la
reparacion correcta de 8-0xo-dG evita la incorporacion y apareamiento

incorrecto de bases nucleotidicas durante la replicacion del ADN (96).

Distintos investigadores, pudieron dilucidar el mecanismo de
este apareamiento erroneo debido a cambios conformacionales de la
cadena de ADN inducidos por la presencia de 8-oxo-dG utilizando

técnicas de resonancia nuclear magnética (151,152).
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Como ya se ha comentado, y debido al metabolismo oxidativo
caracteristico de la células neoplasicas, se ha podido comprobar que
los tumores presentan niveles muy elevados de 8-oxo-dG en
comparacion con las células normales (97-102,105), y ésta se elimina
con efectividad alcanzando altas concentraciones urinarias, lo que se
ha utilizado para proponer a este metabolito como un marcador tumoral
(105), del riesgo de padecer cancer y como predictor de la evolucion
clinica de distintos procesos neoplasicos que afectan a distintos tejidos

y sistemas orgénicos (153-161).
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Figura I- 18. Oxidacion, reparacion y eliminacion de 8-oxo-dG
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8. PRODUCTOS DE ESTRES OXIDATIVO COMO
MARCADORES BIOLOGICOS DEL ENVEJECIMIENTO

Durante toda la vida, un ser humano se enfrenta al EO de
forma continuada y progresiva. Para medir como evoluciona este EO
durante el proceso de envejecimiento y cémo cambia el metabolismo
celular, se han propuesto varias sustancias que se han pronunciado
como biomarcadores y que incluyen productos de peroxidacion lipidica
(LPO), productos de oxidacion de proteinas, enzimas de accion
antioxidante, minerales, vitaminas, glutation, flavonoides, bilirrubina y
acido drico entre otros. Sin embargo, ninguno de ellos podria ser
considerado como Unico e idéneo y que fuera aceptado como tal por
toda la comunidad cientifica para determinar la esperanza de vida de
la persona individual, su edad biolégica o el estado de salud
relacionado con la edad. Ademés, hay muchos datos contradictorios
sobre los cambios de cada biomarcador individual durante el proceso
de envejecimiento. Hay tantas influencias diferentes que actian sobre
la concentracién o actividad de las distintas moléculas o enzimas
individuales que no es posible medir solo un marcador clinico para
determinar el estado de salud de un individuo o predecir la esperanza
de vida de la persona correspondiente. Por lo tanto, siempre se debe
usar un conjunto o patrén de biomarcadores clinicos para determinar
el estado de oxidacion de un individuo. Se ha propuesto que este
conjunto de biomarcadores debe incluir al menos un marcador de LPO,
de oxidacién de la proteina y del estado antioxidativo total, e

idealmente también uno para los dafios en el ADN (162).

Hacer una revisién exhaustiva y completa de todos estos

metabolitos y productos de oxidacién como candidatos para valorar el
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estado biolégico y su valor como marcadores del envejecimiento seria
una labor mas alla del objetivo de esa introduccién, por lo que nos
centraremos en aquellos que han mostrado ser los mas relevantes. No
obstante, un estudio integral del EO a nivel sistémico, incluyendo los
diferentes marcadores moleculares de oxidacion y niveles de enzimas
antioxidantes en distintas etapas del envejecimiento no se ha llevado

a cabo.

8.1. OXIDACION Y MODIFICACION DE PROTEINAS

La modificacién oxidativa de proteinas es, sin duda, uno de los
aspectos mas estudiados y caracterizados dentro del estudio del EO,
que mas se ajusta a esta pretension de servir como marcador biolodgico
del envejecimiento. Existen multiples ejemplos y datos, experimentales
y clinicos, que asi lo confirman. Unos de estos ejemplos es la propia
glicosilacién de proteinas como la hemoglobina y otras que se han
visto implicadas en trastornos metabdlicos y degenerativos, como la
diabetes mellitus o las cataratas.

Los disulfuros mixtos de proteina y tioles en el cristalino se han
implicado en el mecanismo formacion de puentes de disulfuro entre
proteinas y otros entrecruzamientos que conducen a su agregacion. El
examen de los disulfuros mixtos en diferentes etapas durante el
desarrollo de una catarata ha servido para proporcionar informacion
relevante sobre el mecanismo de cataratogénesis, y el papel del EO
en este mecanismo. Asi ha sido constatado mediante la exposicion de
cristalinos a concentraciones de H202 como modelo experimental de
caratogénesis de la rata, donde se encontrd una relacién inversa entre

la pérdida de GSH y la formacion de proteina-GSH sin efecto sobre el
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nivel de proteina-cisteina. Se comprobé que a medida que el animal
envejece, disminuye la concentracion de GSH y aumenta la de
disulfuros mixtos proteicos. Las lentes de las ratas mas viejas no
mostraron mas susceptibilidad a la formacién de disulfuro mixto
inducida por H202 (163).

No obstante, tal y como se viene afirmando cada vez mas,
existen algunos aspectos a tener en cuenta sobre el papel de estas
modificaciones que afectan a las proteinas. En numerosos casos,
estas modificaciones dan como resultado la pérdida irreversible de la
funcion. Los pro-oxidantes, sin embargo, también son capaces de
catalizar modificaciones completamente reversibles de la proteina.
Cada vez es mas evidente que estas reacciones participan en la
regulacion dependiente de redox del metabolismo celular y la
respuesta al estrés. La elucidaciéon de los mecanismos por los cuales
se controlan los procesos oxidativos reversibles, los componentes
involucrados y las consecuencias metabdlicas y como se alteran con
la edad proporcionardn una nueva percepcién del proceso de

envejecimiento (164).

Existen muchos productos y formas moleculares como
consecuencia de la oxidacion de proteinas y sus interacciones y éstas
tienen diversas consecuencias sobre los cambios metabdlicos e
implicaciones clinicas con aquellos procesos patolégicos que surgen
con el envejecimiento. Varios sistemas que generan radicales libres
catalizan la modificacién oxidativa de proteinas en dos especies:
peroxidos proteicos, que pueden consumir importantes antioxidantes;
y restos reductores unidos a proteinas, que pueden reducir los metales
de transicién, y pueden potenciar su actividad en reacciones que
implican radicales libres. La oxidacion de proteinas también contribuye

a la acumulacion de enzimas dafiadas y a la acumulacién de proteinas
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anormales y dafiadas, que aumenta durante el envejecimiento y en

diversos estados patol6gicos, como la aterosclerosis, el cancer (165).

Uno de los productos més frecuentes y estudiados son las
modificaciones de algunos aminoacidos y formacion de grupos
carbonilos que también se han visto elevados en distintos procesos
neurodegenerativos propios del envejecimiento. Se ha propuesto que
la acumulacién de proteina oxidada desempefia un papel critico en el
envejecimiento del cerebro. El contenido de proteina carbonilo en las
mitocondrias singpticas mostré6 una correlacibn positivamente
significativa con la edad (r = 0.95, P = 0.01). Ademas, los autores
observaron una relacion lineal inversa entre el contenido de proteina
carbonilo y la relacién del complejo IV / complejo | (que se utiliz6 como
un indice de desequilibrio entre los complejos respiratorios
mitocondriales) en las mitocondrias sinapticas en los cinco grupos de
edad (r = -0.99, P <0.001). Los resultados encontrados sugieren que
la acumulacién de proteinas oxidadas relacionada con la edad en las
mitocondrias sinapticas puede ser el resultado de un aumento en la
generacion de ROS debido a un desajuste de la fosforilacién oxidativa
mitocondrial (166).

Otros productos y consecuencias de modificacion en las
proteinas, ademas de los grupos carbonilos proteicos, como la pérdida
de grupos tiolicos, ditirosina y nitrotirosina, y formacion de isoaspartato
también se pueden usar como biomarcadores para la evaluacion del

estrés oxidativo durante el envejecimiento y / o la enfermedad (167).

La modificacién de proteinas por especies reactivas tiene
ademas consecuencias importantes para el metabolismo de éstas y su
funcién biolégica. Muchos de los residuos modificados sirven como

sefalizadores moleculares y tienen diversas respuestas celulares.
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Entre estas destaca la activacién del proteasoma y protedlisis que
alteran el recambio proteico, y por lo tanto la concentracion y actividad
de las proteinas afectadas. La evidencia actual permite relacionar los
efectos oxidativos de los ROS con las alteraciones funcionales en el
sistema lisosomal y el proteasoma, dos vias principales por las cuales

las proteinas se degradan dentro de las células (168).

La oxidacién de proteinas enzimaticas sirve como marca o
sefial para su degradacién por proteasas alcalinas citosoélicas neutras.
La oxidacién de proteinas contribuye a la acumulacion de enzimas
dafiadas, que aumenta de tamafio durante el envejecimiento y en
diversos estados patolégicos. El aumento relacionado con la edad en
las cantidades de proteina oxidada puede reflejar la acumulacién
dependiente de la edad del dafio irreparable del ADN que, de forma
aleatoria, afecta las concentraciones o actividades de numerosos
factores que rigen las tasas de oxidacion de proteinas y la degradacion

de proteinas oxidadas (169).

Durante el envejecimiento, varias enzimas se acumulan como
formas cataliticamente inactivas o menos activas. Los cambios
relacionados con la edad en la actividad catalitica se deben en parte a
reacciones de la proteina con especies de oxigeno "activo" como
ozono, oxigeno singlete o con radicales libres de oxigeno como se
producen durante la exposicién a radiacién ionizante o a la oxidacion
catalizada por iones metalicos. Los niveles de proteinas oxidadas en
fibroblastos humanos cultivados de individuos de diversas edades y en
extractos de higado y cerebro de ratas de diferentes edades aumentan
progresivamente con la edad, y en ratas viejas pueden representar 30-
50% de la proteina celular total. EI aumento relacionado con la edad

de la proteina oxidada en el higado y el tejido cerebral de la rata se
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acompafia de una pérdida de las actividades enzimaticas como
glutamina sintetasa (GS) y glucosa-6-P deshidrogenasa (G-6-PDH) y
de proteasa neutra que es responsable de la degradacién de la
proteina oxidada (desnaturalizada). De particular importancia son los
resultados de los experimentos que muestran que se producen
cambios similares relacionados con la edad en el cerebro del jerbo y
gue estos cambios se acompafian de una pérdida de la memoria a
corto plazo medida por la técnica del laberinto del brazo radial. El
tratamiento crénico (inyecciones intraperitoneales) de animales viejos
con el reactivo quelante de espin de radical libre, N-terc-butil-alfa-
fenilnitrona (PBN) dio como resultado la normalizacion de diversos
parametros bioquimicos a los caracteristicos de los animales jévenes;
casualmente, el indice de memoria a corto plazo se restauré a los
valores de los animales jovenes. Estos resultados sugieren que exista
un vinculo entre la acumulacion dependiente de la edad de las enzimas

oxidadas y la pérdida de la funcion fisioldgica (170).

Se ha comprobado un aumento de proteinas oxidadas en
muchos modelos experimentales de envejecimiento, medido por el
nivel de carbonilos proteicos intracelulares o ditirosina, o por la
acumulaciéon de pigmentos que contienen proteinas tales como
lipofuscina y cuerpos ceroides. En individuos mas jovenes, las
proteinas celulares solubles moderadamente oxidadas parecen ser
reconocidas selectivamente y rapidamente degradadas por el
proteosoma. Este aumento de proteinas oxidadas relacionado con la
edad se ha atribuido a una actividad decreciente del proteosoma. Sin
embargo, algunas investigaciones en esta misma linea, tratando de
demostrar un declive edad dependiente en el contenido y/o la actividad
del proteosoma han generado resultados contradictorios. La evidencia

mas reciente indica que la actividad del proteosoma, de hecho,
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disminuye durante el envejecimiento a medida que el complejo
enzimatico se inhibe progresivamente por los agregados de proteinas
oxidadas y reticuladas. Estos hallazgos han servido para proponer que
el envejecimiento celular implica un aumento en la produccion de
oxidantes (mitocondriales) y una disminucién progresiva en la actividad
del proteosoma. La inactivacion progresiva del proteosoma es tal que
las proteinas oxidadas comienzan a acumularse rapidamente y

contribuyen a la disfuncién y senescencia celular (171-173).

8.2. PEROXIDACION DE LIiPIDOS

Como se vio en el apartado de interacciones moleculares de
los ROS vy los productos de oxidacién que caracteriza al EO, la
oxidacion de lipidos por especies reactivas (peroxidacién) es un
mecanismo muy conocido y caracterizado desde el punto de vista tanto
bioquimico como molecular cuyas implicaciones biolégicas vy
fisiopatoldgicas estan también muy definidas. La peroxidacion de los
lipidos tiene como diana molecular las estructuras diénicas o triénicas
de los acidos grasos desaturados de los fosfolipidos. Este mecanismo
de oxidacién espontanea genera un namero variado de estructuras
lipidicas como peroxidos e hidroperédxidos, algunas de la cuales
pueden llegar a ser muy téxicas e incluso mutagénicas. Los perdxidos
son moléculas muy inestables que siguen distintas reacciones dando
lugar a aldehidos y cetonas. Estos productos de sabor amargo son
precisamente los que le confieren la palatabilidad tan caracteristica en

el enranciamiento de frutos secos y otros alimentos grasos.

Uno de los productos de peroxidacidn mas caracterizado y

relacionado con el envejecimiento es la lipofucsina.
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También conocido como pigmento de desgaste, es un
producto metabdlico de color pardo-amarillento con fluorescencia
propia, compuesto por polimero de lipidos y fosfolipidos, derivados de
la peroxidacion de los lipidos poliinsaturados de las membranas
subcelulares. Suimportancia radica en que es un signo de vejez celular
originado por la acciéon de los radicales libres. Es normal y no
patolégico observar estos pigmentos en preparaciones histolégicas de
tejido cardiaco (en el cono sarcoplasmico de la fibra muscular), en el
higado y tejido neuronal (en el soma de las neuronas), ya que estas
células carecen de capacidad para regenerarse debido a su alto grado
de especializacion. En pacientes de edad avanzada la lipofucsina torna
las visceras de color pardo y disminuye su volumen, un proceso

degenerativo que se conoce como atrofia parda (174).

Hace afios se comprob6 que la peroxidacion lipidica de
organulos subcelulares da lugar a productos fluorescentes que tienen
espectros de fluorescencia y excitaciébn similares a los de los

pigmentos de lipofuscina (175).

Efectivamente el EO es un factor causal tanto en la
lipofuscinogénesis y ademés estrechamente relacionado con el
envejecimiento. Los estudios sobre los efectos de los pro-oxidantes y
antioxidantes en la acumulacion de lipofuscina en miocitos cardiacos
de ratas cultivadas y células gliales humanas indicaron que los pro-
oxidantes se aceleran mientras que los antioxidantes retardan la tasa
de acumulacion de lipofuscina. Los estudios in vivo en mamiferos en
hibernaciéon y en insectos demostraron que existe una relacion
significativa entre la tasa de lipofuscina, la esperanza de vida de esos
animales y su actividad metabdlica. Se comprobd que el aumento en
la tasa metabdlica se correlaciona con un aumento de la tasa de

peroxidacion de lipidos, medida por el contenido de n-pentano
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exhalado in vivo. En general, parece que hay suficiente evidencia
disponible para inferir razonablemente que la lipofuscina puede usarse

como un marcador del estrés oxidativo y el envejecimiento (176).

Algunos estudios, utilizando la valoracién de malondialdehido
(MDA) han observado una correlacién directa entre el aumento de su
concentracién y la edad de los animales o células en las que este
metabolito fue estudiado, llegadndose a proponer como un posible

marcador de envejecimiento y procesos asociados (177).

La relacién entre la concentracién de MDA y la edad de los
animales parece estar relacionada también y depender de los niveles
tisulares del antioxidante GSH (178).

Como ya hemos comentado, la variabilidad de los distintos
productos de peroxidacién lipidica es muy amplia. Entre ellos el
hidroxido de nonenal es uno de los metabolitos derivados mas
importantes. El 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), uno de los mayores
aldehidos a, B-insaturados producidos durante la peroxidacion lipidica,
es un potente mensajero en las vias mediadoras de sefializacién
molecular. La peroxidacién lipidica y la produccion de HNE parecen
aumentar con el envejecimiento. Aunque la relacion de causa y efecto
sigue siendo discutible, el envejecimiento se asocia con cambios
significativos en diversos eventos de sefializacion, caracterizados por
respuestas aumentadas o disminuidas de vias de sefalizacion
especificas. En una reciente revision se ha expuesto y discutido como
el HNE puede contribuir a las alteraciones relacionadas con el

envejecimiento de las vias de sefializacion (179).

La peroxidacion de la bicapa lipidica es una de las principales

fuentes de lesion de las neuronas provocando una mayor rigidez de la
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membrana, la disminucion de la actividad de las enzimas unidas a la
membrana, el deterioro de los receptores de membrana, la
permeabilidad de la membrana alterada y la eventual muerte celular.
La toxicidad de HNE se debe principalmente a las alteraciones de las
funciones celulares por la formacion de aductos covalentes de HNE
con proteinas que se ha visto elevado en tejidos cerebrales y fluidos
corporales de pacientes con enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington y sujetos con esclerosis lateral
amiotrofica y otras enfermedades neurodegenerativas relacionadas
con la edad. Aunque solo se identificaron unas pocas proteinas como
dianas comunes de la modificacién HNE, en todos estos trastornos, se
produce una gran superposicion de estas proteinas con respecto a la
alteracién de vias comunes, como el metabolismo de la glucosa o la
funcion mitocondrial que contribuyen al deterioro cognitivo. A pesar de
los diferentes mecanismos etioldgicos y patoldgicos que conducen a la
aparicion de diferentes enfermedades neurodegenerativas, la
formacién de aductos de HNE-proteina podria representar mecanismo
comun compartido, de lesién cerebral, de la clinica especifica y el

declive cognitivo del rendimiento observado en cada caso (180).

En la interaccion entre los productos de peroxidacion y
proteinas destaca por su relevancia clinica las lipoproteinas de baja
densidad cuya configuracion oxidada (LDLox) se ha convertido en un
marcador de envejecimiento del aparato cardiovascular (123,181), a
través del proceso de arterioesclerosis, dando con ello una visibn mas
avanzada de la hipotesis pionera y originalmente propuesta por el
joven investigador Nikolai N. Anitschkow y su estudiante S. Chalatow
publicada en 1913 (182,183).
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8.3. OXIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Por su importancia como marcador de EO e implicaciones
fisiopatoldgicas, los productos de oxidacion de los &cidos nucleicos
ocupan un papel destacado como posibles marcadores biol6gicos del
envejecimiento. Y entre ellos, la 8-0xo-dG se destaca como metabolito
prominente. Es una hipétesis bien establecida que la acumulacién de
dafios en el ADN nuclear y mitocondrial con el tiempo causa una
disminucién gradual en la funcién celular. Estas lesiones oxidativas del
material genético se han relacionado con los procesos degenerativos
asociados a las edades avanzadas, incluyendo disfunciones de tejidos
y Organos, carcinogénesis, enfermedades neurodegenerativas y
enfermedades cardiovasculares y el propio proceso de envejecimiento
(25,77-81); sin embargo, el mecanismo a nivel bioquimico y molecular

no se conoce con exactitud (184).

Una de las primeras investigaciones en las que se demostraba
la tasa de lesiones genéticas en relacién con la edad y/o longevidad
de animales se llevaron a cabo por Hart RW en 1978 al sefialar a la
diferente expresién de los sistemas de reparacion como factor
determinante (185).

En 1984, su grupo, comparando dos estirpes de ratones con
longevidades llegaron a la conclusién de que la lesion del ADN no se
acumulaba en el cerebro de estas especies, que esta lesién era mas
pronunciada en el higado que en otros tejidos y que la velocidad de
lesiones acumuladas en el ADN en el tejido hepético y renal
dependiente de la edad era mayor en el ratén con menor longevidad
(M. musculus) (186).
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Unos afios después el grupo de Bruce Ames, examiné y
correlaciond los niveles de 8-0xo0-dG con la edad en varios tejidos de
la rata comprobando que los niveles de este metabolito aumentaban

progresivamente a medida que el animal iba envejeciendo (187).

La oxidacién del ADN y su importancia homeostatica se ha
estudiado de forma individual en distintos tejidos y con diferentes
formas para su cuantificacién. Si el dafio genético se acumula mas
rapido de lo que los sistemas celulares pueden repararlo, una célula
eventualmente se volvera defectuosa para mantener la homeostasis.
Esta situacion es particularmente grave para las células que no se
dividen después de haberse diferenciado a sus formas terminales,
como por ejemplo es el caso de las células del musculo cardiaco.
Haciendo uso de la técnica de marcaje con fosforo 32 (32P) para medir
el nivel relativo de nucleétidos modificados en el ADN miocérdico de
ratén en funcion de la edad se comprobé que este nucleétido
modificado aumenta aproximadamente 9 veces en el ADN del corazén
entre 2 meses y 39 meses. Estos resultados sugieren que el nivel de
estado estable de este tipo de dafio genémico es muy elevado en tejido

de corazon de raton senescente (188).

Estudios posteriores apuntaban hacia el ADN mitocondrial
como diana de los ROS dependiente de la edad y su relacion con las
enfermedades neurodegenerativas asociadas. Se examind el dafio
oxidativo tanto en el ADN nuclear (ADNn) como en el ADN mitocondrial
(ADNmt) en el tejido cerebral cuantificando el nucleésido oxidado, 8-
hidroxi-2'-desoxiguanosina (OH8dG), en el ADN aislado de 3 regiones
de la corteza cerebral y el cerebelo de 10 humanos normales de entre
42 y 97 afios. La cantidad de OH8dG, aumentaba progresivamente con
el envejecimiento normal tanto en ADNn como en ADNmt; sin

embargo, la tasa de aumento con la edad fue mucho mayor en el
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ADNmt. Hubo un aumento significativo de 10 veces en la cantidad de
OHB8dG en el ADNmt en comparacion con ADNn en todo el grupo de
muestras, y un aumento 15 veces mayor en pacientes mayores de 70
afios. Estos resultados muestran por primera vez que hay una
acumulacion progresiva relacionada con la edad en el dafio oxidativo
del ADN en el cerebro humano, y que el ADN mitocondrial se ve

afectado de forma preferencial(189).

El papel de la oxidacion del ADN mitocondrial durante el
envejecimiento y su relacioén con la génesis de enfermedades que lo
caracterizan se puso de manifiesto por varios autores apoyando la

teoria del estrés oxidativo mitocondrial de Jaime Miquel (19).

Las enzimas respiratorias que contienen las subunidades
proteicas defectuosas codificadas por ADNmt exhiben una funcion de
transporte de electrones alterada y de ese modo aumentan la pérdida
de electrones y la produccion de ROS, que a su vez elevan el estrés
oxidativo y el dafo oxidativo a las mitocondrias. Este circulo vicioso
opera en diversas células de tejido a diferentes velocidades y conduce
a la acumulacion diferencial de ADNmt mutantes y modificados
oxidativamente. Esto puede explicar la diferencia en el deterioro
funcional y el deterioro estructural de diferentes 6rganos y tejidos en el

envejecimiento humano (190).

Las concentraciones de 8-oxo-7,8-dihidrodeoxiguanosina (8-
0x0-dG) y 8-o0xo0-7,8-dihidroguanina (8-oxoG), derivadas de ADN y
ARN, respectivamente, se vieron que aumentaban con la edad en los
leucocitos de mono Macaca Mulatta. La medicion de las formas libres
de guanosina oxidada revel6 aumentos similares dependientes de la
edad de 8-0x0-dG y 8-0x0G tanto en plasma como en orina, siendo la

concentracion de 8-oxoG mayor que la de 8-0x0-dG. El contenido de
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8-0xoG de la orina se ha propuesto como un biomarcador (til para
evaluar el envejecimiento (191).

La relacion entre el dafio oxidativo de los acidos nucleicos y el
envejecimiento fue investigada por este mismo grupo de autores.
Analizando los &cidos nucleicos derivados de diversas muestras de
tejido de ratas Sprague-Dawley (SD) de edad natural se observd un
aumento dependiente de la edad en el dafio oxidativo del ADN vy el
ARN en los diversos 6rganos examinados, incluidos el cerebro, el
higado, los rifiones y los testiculos. Se observaron aumentos similares
en los contenidos de 8-0xo0-dG y 8-oxo-G en el hipocampo, la corteza
cerebral y el cerebelo. Cuando los metabolitos de guanosina oxidada
se cuantificaron en la orina, se observé un aumento similar
dependiente de la edad tanto para 8-oxo-dG como para 8-0x0-G. Sin
embargo, a diferencia de los resultados de muestras de acido nucleico
derivadas de los tejidos, la cantidad de 8-oxo-G fue significativamente
mayor en comparacion con la de 8-oxo-dG, probablemente reflejando
el hecho de que la degradacion del ARN ocurre con mas frecuencia
que la degradacién del ADN. Como en el estudio anterior, los autores
proponen que la cantidad de 8-oxo-G urinario podria considerarse un
biomarcador para la medicion sensible del estrés oxidativo y el

envejecimiento (192-194).

La acumulacion de 8-oxoG en el ADN no es continua. Por
ejemplo, al final de la mediana edad, se ha observado un aumento no
significativo seguido de un aumenté abrupto en edades posteriores en
la mayoria de los tejidos. Se cree que el aumento en los niveles de 8-
ox0G es el resultado de los niveles supra-fisiologicos de ROS y/o la
disminucién de la actividad de OGG1 durante los procesos normales
de envejecimiento. La disminucién en la reparacion de 8-oxoG podria

deberse a combinaciones de eventos, como una disfuncién asociada
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a la edad, la incapacidad para incorporar la enzima OGG1l en
compartimentos nucleares y mitocondriales y/o maodificaciones
postraduccionales subo6ptimas. EI EO asociado con el proceso de
envejecimiento o el ejercicio fisico se vio relacionado con la alteracién
de la adecuada sefializacion de la 8-oxo-dG como molécula diana en
paralelo con la modificacion post-transcripcional y disminucion de la
escision de la base modificada por la enzima reparadora. Este efecto

no se observaba en tejidos jovenes.

Se encontraron resultados similares en un modelo de
inflamacion inducida con lipopolisacarido (LPS) en ratones.
Especificamente, mientras que LPS indujo un rpido aumento en el
nivel nuclear y la actividad de OGG1 en animales jévenes, en grupos
de edad mas avanzada se observd un retraso en la respuesta de
horas. Curiosamente, se observé un fenémeno similar para APE1 que
se demostr6 como regulador de la actividad de OGG1. También
conviene que la mayor susceptibilidad de la guanina a ser oxidada por
*OH y oxigeno singlete (*0O2) debido a su potencial de oxidacién (-1.29
mV frente al electrodo de hidrogeno de niquel) unido a la abundancia
de esta base en las estructuras del ADN y ARN, se ha propuesto como
un mecanismo de defensa contra el envejecimiento de algunas
especies y lineas celulares como consecuencia de un efecto de

hormesis que seria beneficioso para aumentar su longevidad (184).
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8.4. ANTIOXIDANTES EN EL ENVEJECIMIENTO

Como era de esperar la actividad y expresion de enzimas
antioxidantes también han sido objeto de profundas investigaciones en
el ambito del desarrollo y envejecimiento, si bien los resultados
obtenidos difieren dependiendo del tipo de estudio y aproximacién

experimental utilizada.

La induccién de enzimas antioxidantes se observa desde las
edades mas tempranas del desarrollo e incluso se ha sefialado como
mecanismo de prevencién frente a la oxidacion y mantenimiento del
ADN hepatico (195).

La actividad de la superodxido dismutasa, catalasa y la glutation
peroxidasa se vio disminuida con la edad en higado y rifién de ratas
Wistar hembras, pero superéxido dismutasa y glutation peroxidasa se

mantuvo constante en cerebro (196).

A pesar de la gran complejidad de los procesos de
envejecimiento, pueden existir procesos relativamente menos
complejos, como los genes determinantes de la longevidad (LDG), que
rigen la tasa de envejecimiento. Al probar la hipétesis de que los
antioxidantes pueden representar LDG, se encontrd una correlacién
positiva en la concentracion de antioxidantes especificos con la vida
de los mamiferos. Estos antioxidantes incluyen superéxido dismutasa,
carotenoides, alfa-tocoferol y acido Urico. También se encontr6 que la
resistencia de los tejidos a la autooxidacién espontanea y la cantidad
de dafio oxidativo al ADN se correlaciona inversamente con la
esperanza de vida de los mamiferos. Estos resultados sugieren un
papel de los ROS en el envejecimiento y que el estado antioxidante de

un individuo podria ser importante para determinar la frecuencia de
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enfermedades dependientes de la edad y la duracién del
mantenimiento general de la salud (187,197).

En tejido homogenado de higado y fracciones sobrenadantes
post-mitocondriales de ratas de 4, 14, 24 y 29 meses se observaron
cambios asociados a la edad en las actividades de catalasa y glutatiéon
reductasa que podrian describirse como diferencias determinadas por
el sexo que desaparecieron en la vejez. Las actividades citosélicas
superéxido dismutasa y glutatiébn peroxidasa mostraron variaciones
dependientes del sexo en la actividad, pero no se vieron afectadas por
el envejecimiento. Los resultados indican que los cambios asociados
con la edad en los mecanismos de defensa antioxidante enzimatica y

no enzimatica del higado de rata dependen del sexo (198).

En otro estudio posterior realizado con muestras de muasculo
esquelético de humanos se comprobd que la actividad total de SOD
disminuye significativamente con la edad en el grupo de 66-75 afos,
aunque la actividad de MnSOD aumenta significativamente en el grupo
de 76-85 afos. La actividad de las dos enzimas desintoxicantes de
H202 (GPx y CAT) no cambio con la edad (199).

Otros autores comprobaron que el envejecimiento no se
correlaciona con una disminucién de las enzimas antioxidantes,
excepto con la GPx y sugieren que el aumento del EO en el
envejecimiento no puede atribuirse por completo a una disminucion en
las actividades del sistema de defensa antioxidante y, probablemente,

varios factores pueden contribuir a este proceso (200).

Las actividades enzimaticas mitocondriales, Oxido nitrico
sintasa mitocondrial (MtNOS), NADH deshidrogenasa y citocromo
oxidasa, se comportaron como marcadores del envejecimiento

cerebral en ratones. La disminucién de las actividades enziméticas se
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relacioné directamente con el contenido de productos de oxidacion y
la pérdida de la funcion neurolégica de los ratones viejos. La
suplementacion con vitamina E a los ratones de este estudio consiguié
aumentar la vida util de estos animales y fueron efectivas para
disminuir el nivel de marcadores de estrés oxidativo y retardar las
disminuciones en las actividades enzimaticas mitocondriales y la
funcion neurolégica asociada con el envejecimiento. De esta manera,
se ha propuesto que las actividades de mtNOS, NADH deshidrogenasa
y citocromo oxidasa pueden usarse como indicadores de la efectividad
de los tratamientos antienvejecimiento (201).

Da Cruz AC et al. plantearon un estudio cuya finalidad era
buscar una posible correlacién entre el dafio oxidativo, las actividades
enzimaticas antioxidantes y el potencial antioxidante del plasma con
parametros clinicos en personas mayores de 80 afios. Los datos
clinicos se recolectaron en base a la Escala de evaluacion de
enfermedades acumuladas (n = 132) y se tomaron muestras de sangre
para determinar el estrés bioquimico y oxidativo. Los resultados
mostraron que los pacientes diabéticos presentaron niveles més altos
de proteinas carboniladas en comparacién con los no diabéticos, y que
los niveles de peroxidacion (MDA) se correlacionaron con los niveles
séricos de triglicéridos y LDL. Por el contrario, encontraron una
capacidad antioxidante total plasmatica menor que correlacionaba con
la presencia de diabetes e hipertensiéon arterial, mientras que los
sujetos sanos de edad avanzada presentaron una mayor capacidad
antioxidante total en plasma. Los autores concluyeron que el potencial
antioxidante del plasma es un mejor predictor del envejecimiento
exitoso en los ancianos que los parametros de dafio oxidativo o las

propias actividades enzimaticas antioxidantes (8).
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En controles sanos, se comprob6 una disminucién relacionada
con la edad en la produccion de éxido nitrico y las actividades de SOD-
1 y GPx-1. La presencia de hipertension en el grupo de pacientes se
acompafiaba de disminuciones adicionales significativas de estas

enzimas (202).

En base a lo expuesto, no cabe duda de que son muiltiples las
aproximaciones y posibilidades para elevar a los distintos metabolitos
y productos del EO a la categoria de marcador de envejecimiento. No
obstante, también son numerosas las limitaciones que existen para ser
considerados y validados correctamente y asegurar su relevancia en
la clinica. Tampoco esta definida la autoria y utilidad de estos
marcadores, productos de oxidacion y/o moléculas antioxidantes,
como analitos individuales 0 mas bien en su conjunto, cuantos y cuales
(162).

La literatura es muy heterogénea. A menudo es dificil sacar
conclusiones generales sobre la importancia de los biomarcadores de
estrés oxidativo, ya que solo en una proporcion limitada de
enfermedades se ha utilizado un rango de biomarcadores diferentes, y
se han utilizado diferentes biomarcadores para estudiar diferentes
enfermedades. Ademéds, los biomarcadores a menudo se miden
utilizando métodos no especificos, mientras que las metodologias
especificas a menudo son demasiado sofisticadas o laboriosas para el
uso clinico de rutina. Varios marcadores de estrés oxidativo adn
representan una oportunidad viable de biomarcador para uso clinico.
Sin embargo, los hallazgos positivos con los biomarcadores
actualmente utilizados ain deben validarse en muestras de mayor
tamafio y compararse con los estandares clinicos actuales para
establecerlos como diagndsticos clinicos. Es importante darse cuenta

de que el estrés oxidativo es un fendbmeno que en ocasiones resulta
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dificil de caracterizar, y un biomarcador no es necesariamente mejor
que otros. La gran diversidad del estrés oxidativo entre enfermedades
y otras condiciones especiales debe tenerse en cuenta a la hora de

seleccionar el biomarcador mas apropiado (203).

9. ACTIVIDAD FiSICA Y ESTRES OXIDATIVO.

Este es otro aspecto donde existe cierta controversia entre los
resultados obtenidos y las conclusiones a las que llegan los distintos
grupos de investigacion. En principio, el ejercicio fisico induce la
formacién de ROS con una intensidad que parece depender del tipo
de actividad y las caracteristicas de los sujetos que lo practican. Sin
embargo, su practica parece ser beneficiosa en muchos aspectos e
incluso se ha sugerido que aumenta la longevidad de algunas especies

y lineas celulares.

El ejercicio fisico permite el desarrollo y la implementacién de
la funcién vital. Se han planteado varias hipétesis de como la actividad
fisica puede mejorar la progresién del envejecimiento. De hecho, se ha
comunicado que la duracion de la vida se incrementara en dos afios

cuando se practica el ejercicio fisico (204,205).

Sin embargo, la contradiccién es obvia, en base al concepto
de que el ejercicio fisico aumenta el estrés oxidativo como otras
proteinas de fase reactiva aguda y marcadores de inflamacion. Se ha
alegado que el ejercicio promueve tanto la produccion de radicales
libres como la peroxidacion lipidica. Incluso el ejercicio fisico regular,
gue se ha demostrado que aumenta la vida media, también se

considera un factor estresante (206).

-107 -



Introduccion

Esta aparente incongruencia de afirmaciones puede provenir
del hecho de que existen diferentes tipos de ejercicio fisico, cada uno
de los cuales produce una accién distinta en muchas macromoléculas
del organismo. Las diferencias encontradas dependen de si el ejercicio
es aerébico o anaerdébico, si se realizan de forma crénica o aguda, o Si
éste se realiza con mayor o menor intensidad. Por ejemplo, el ejercicio
aerdbico regular parece ser un protector contra varias enfermedades
cronicas relacionadas con la edad (207) sin embargo, sigue siendo un
tema en discusiébn ya que hay evidencias que muestran que el
ejercicio, especialmente el ejercicio exhaustivo, se asocia con dafio

muscular e inflamacién, y la sobreproduccion de radicales libres (208).

Sin embargo, se ha demostrado que el entrenamiento regular,
realizado de manera aerdbica de baja intensidad puede mejora la
calidad de vida y el rendimiento funcional para disminuir la morbilidad

y la mortalidad entre las personas mayores (206,209).

Los ancianos que son fisicamente activos se benefician de la
adaptacion inducida por el ejercicio en los sistemas de defensa
antioxidante celular. La mecanica muscular mejorada, la fuerza y la
resistencia los hacen menos vulnerables a las lesiones agudas y la
inflamacion crénica. Sin embargo, en la actualidad muchas preguntas
criticas permanecen con respecto a la relacion del envejecimiento y el
ejercicio. Por ejemplo, ¢,cOmo altera el envejecimiento los mecanismos
intracelulares e intercelulares inducidos por el ejercicio que generan
ROS? ¢ Puede el ejercicio agudo y crénico modular la expresion génica
disminuida de enzimas metabdlicas y antioxidantes observadas en la
vejez? ¢ El ejercicio previene la pérdida de masa muscular dependiente
de la edad (sarcopenia)? ¢Qué tipo de suplementos antioxidantes, si

existen, necesitan las personas mayores que son fisicamente activas?
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Las respuestas a estas preguntas requieren una investigacion

altamente especifica tanto en animales como en humanos (210).

El misculo esquelético, el 6rgano principal para la locomocion,
sufre un deterioro de tamafio, estructura y funcion asociado a la edad.
Las investigaciones recientes sugieren que el estrés oxidativo es un
factor etiolégico importante para la sarcopenia. El nivel de estrés
oxidativo asociado al envejecimiento muscular esta influenciado por
dos procesos biolégicos fundamentales: la mayor generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los cambios asociados con la
edad en la defensa antioxidante. Parece que a pesar del aumento de
la produccién de ROS, el musculo envejecido tiene una expresion
génica disminuida de enzimas antioxidantes posiblemente debido a
una capacidad disminuida para la sefializacion celular. Un beneficio
importante del ejercicio no exhaustivo es inducir un estrés oxidativo
leve que estimula la expresién de ciertas enzimas antioxidantes. Esto
esta mediado por la activacion de las vias de sefalizacion sensibles a
los cambios redox. Por ejemplo, la expresion génica de la superéxido
dismutasa mitocondrial (Mn) en el mdsculo se potencia después de un
episodio agudo de ejercicio precedido por un nivel elevado de unién a
NF-kappaB y AP-1. Un aumento en la sintesis proteica “de novo” de
una enzima antioxidante generalmente requiere episodios repetidos de
ejercicio. El envejecimiento no elimina, pero parece atenuar las
adaptaciones de entrenamiento de las enzimas antioxidantes. Con ello
se ha sugerido que, para el masculo senescente, el entrenamiento
debe ser asistido con suplementos de antioxidantes exdgenos para

conseguir un nivel 6ptimo de defensa (211).

La suplementacién con antioxidantes, sin embargo, requiere
ciertas reconsideraciones y no siempre es aceptada por todos los

autores. Como es sabido y unanimemente aceptado ROS cumple
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importantes funciones fisioldgicas; por lo tanto, la eliminacion
inapropiada de ROS puede causar estrés reductivo paradoéjico y por lo
tanto induce o promueve enfermedades. Cualquier recomendacion
sobre la suplementaciéon con antioxidantes debe basarse en una
evidencia clinica sélida y en resultados relevantes para el paciente
(212).

La atrofia del musculo esquelético es la consecuencia de la
degradacion de las proteinas que excede la sintesis de proteinas. Esto
se debe a una multitud de razones que incluyen la descarga de
musculo durante la microgravedad, el reposo en cama después de la
cirugia, la inmovilizacién de una extremidad después de una lesion y
el desuso general de la musculatura. El desarrollo de terapias previas
a la atrofia del musculo esquelético para disminuir la degradacién
proteica es escaso. La disfuncién mitocondrial se asocia con la atrofia
del musculo esquelético y contribuye a la induccion de la degradacion
proteica y la apoptosis celular a través del aumento de los niveles de
ROS observado con la pérdida de la funcion de los organulos. Los ROS
se unen e interaccionan con el ADN mitocondrial, lo que conduce a su
degradaciéon y funcionalidad decreciente. El factor de transcripcién
mitocondrial A se unira y recubrird el ADNmt, protegiéndolo de ROS y
su degradacion a la vez que preserva la funcién mitocondrial. El
ejercicio estimula las vias de sefializacion celular que convergen y
aumentan PGC-1a, un conocido activador de la transcripcion de TFAM
y la biogénesis mitocondrial. Se ha propuesto que los tratamientos de
ejercicio y el aumento de TFAM antes de los ajustes atréficos
(descarga o desuso muscular) podrian aliviar la atrofia del musculo
esquelético a través de la mejora de las adaptaciones y funciones

mitocondriales. Es decir, la combinacion de ejercicio y TFAM puede
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conducir a un efecto sinérgico en la funcion mitocondrial dirigida a

prevenir la atrofia del misculo esquelético (213).

En esta linea de actuacion se han realizado diversos trabajos
en los que se comprueba la respuesta de distintos factores
transcripcionales como mecanismo de adaptacién durante el ejercicio
fisicoy el EO (133).

Se ha comprobado los efectos del ejercicio agudo y el ejercicio
regular sobre la actividad del factor 2 relacionado con el eritroide 2
(Nrf2 asi como de la sefializacion dependiente de Nrf2. Nrf2 (codificado
en humanos por el gen NFE2L2) que es el principal regulador de las
defensas antioxidantes. Este factor de transcripcion regula la
expresion de méas de 200 genes citoprotectores. La creciente evidencia
indica que la sefalizacion de Nrf2 juega un papel clave en como el
estrés oxidativo media los efectos beneficiosos del ejercicio. Los
aumentos episédicos en el estrés oxidativo inducido a través de
episodios de ejercicio agudo estimulan la activacion de Nrf2 y cuando
se aplica repetidamente, como con el ejercicio regular, conduce a la
regulacion positiva de las defensas antioxidantes endégenas y una
mayor capacidad global para contrarrestar los efectos dafiinos del
estrés oxidativo. La evidencia de activacion de Nrf2 en respuesta al
ejercicio en una variedad de tejidos puede ser un mecanismo
importante que explica cdmo la actividad fisica ejerce sus conocidos
efectos sistémicos que no se limitan al musculo esquelético y al
miocardio (214).

Otros ejemplos de adaptacion inducidos por el ejercicio fisico
y su repercusion sobre la funciébn muscular en personas adultas
mayores han permitido conocer mejor su repercusion e implicaciones

sobre el material genético. Se ha comprobado un aumento significativo
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del nivel de expresion intrahelical 8-oxoG y 8-oxoguanina-DNA
glicosilasa (OGG1) en el musculo esquelético humano envejecido en
comparacion con la de los individuos jovenes. En respuesta al
ejercicio, el nivel de 8-0xoG se elevd de manera duradera en sujetos
jévenes y viejos sedentarios, pero regresd rapidamente a niveles
previos al ejercicio en el ADN de individuos fisicamente activos
independientemente de la edad. Los niveles de 8-0xoG en el ADN se
correlacionaron inversamente con la cantidad de OGG1 acetilada (Ac-
OGG1l), pero no con la OGG1l total, la endonucleasa
apurinica/apirimidinica 1 (APE1) o Ac-APEL. El nivel real de Ac-OGG1
se relacion6 con el estrés oxidativo inducido por el ejercicio, como lo
demuestran los cambios en los niveles de peroxido lipidico y expresién
de Cu, Zn-SOD, Mn-SOD y SIRT3, asi como el equilibrio entre
acetiltransferasa p300/CBP y deacetilasa SIRT1, pero no con la
expresion de SIRT6. En conjunto, estos datos sugieren que la forma
acetilada de OGG1, y no de OGG1 en si misma, se correlaciona
inversamente con el nivel de 8-0xoG en el ADN del musculo
esquelético humano, y el nivel Ac-OGG1 depende de respuestas
celulares adaptativas a la actividad fisica, pero es independiente de la
edad (215).

En esta Tesis Doctoral presentamos evidencia experimental
sobre el efecto beneficioso del ejercicio fisico controlado, empleando
resistencias (entrenamiento de la fuerza) a diferentes niveles de
intensidad, sobre la mejora de la funcion fisica y el EO. Este estudio
investigo los efectos de un programa de entrenamiento de resistencia
progresivo (RTP) de 16 semanas con bandas elasticas en dos
diferentes intensidades sobre el estado redox sistémico, la oxidacion
del ADN y la funcién fisica en mujeres mayores sanas comprobandose

que el ejercicio fisico de intensidad moderada y no la de alta intensidad
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puede ser una mejor estrategia para reducir el dafio del ADN en
personas mayores sanas mientras que también aumenta su
independencia (216).
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Il. HIPOTESIS DE TRABAJO

El envejecimiento se caracteriza y esta asociado a un aumento
de las oxidaciones moleculares por el estrés oxidativo, que resulta del
desequilibrio entre los procesos que generan especies reactivas de
oxigeno y la actividad de los sistemas antioxidantes. El estrés oxidativo
esta estrechamente relacionado con la fisiopatologia y complicaciones
patogénicas de gran parte de los procesos degenerativos del
envejecimiento. Sin embargo, no se han establecido hasta el momento
los niveles de los productos de oxidacién ni de antioxidantes a nivel
sistémico en sujetos sanos a lo largo de sus distintas etapas desde la
madurez hasta las edades mas avanzadas. Esta informacién es de
gran importancia para, a partir de los valores de normalidad, poder
conocer la edad biolégica de las personas y, ante sus modificaciones,

poder predecir la aparicion de alteraciones.

El estrés oxidativo se ha relacionado con aquellas situaciones
que cursan con un aumento del consumo de oxigeno. En este sentido
el ejercicio fisico, altamente recomendado para prevenir distintas
enfermedades cardiovasculares, metabolicas, osteoarticulares e
incluso tumorales, se ha relacionado con la formacion de especies
reactivas de oxigeno y por lo tanto con el estrés oxidativo, siendo este
un aspecto de controversia a la hora de recomendar la practica de
actividad fisica tanto en personas jovenes como en los adultos
mayores. En base a la informacion con la que contamos en la
actualidad, todo parece indicar que el grado de estrés oxidativo y sus
efectos deletéreos durante el ejercicio fisico depende del tipo de
ejercicio realizado, de la edad y del grado de entrenamiento de la

persona que lo practica.
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Ill. OBJETIVOS EXPERIMENTALES PLANTEADOS

1. OBJETIVOS GENERALES

1. Valoracion de los niveles sistémicos de estrés
oxidativo (EO) en personas adultas sanas de edades comprendidas

entre los 18 y los 90 afios.

2. Cuantificar los efectos del entrenamiento fisico
controlado sobre el rendimiento de los sujetos y los niveles de EO en

mujeres adultas mayores.

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Determinar los niveles de enzimas antioxidantes,
Superoéxido Dismutasa (SOD), Catalasa (CAT) y Glutation Peroxidasa
(GPx) en células mononucleares circulantes (CMNc) en la poblacién

objeto de estudio.

2. Cuantificar las concentraciones de Glutation Reducido
(GSH), Glutation Oxidado (GSSG) y la Relacién Porcentual de estos
metabolitos (GSSG/GSH%) en la poblacion objeto de estudio.

3. Cuantificar los productos de oxidacidn molecular
Malondialdehido (MDA), F2-Isoprostanos (F2-IP) y Proteinas

Carboniladas (PC) en CMNCc y orina en la poblacion objeto de estudio.
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4. Valorar el grado de lesion del material genético a través de
la valoracion de los niveles de 8-oxo-7.8-2’-deoxiguanosina (8-oxo-dG)
en el ADN genémico de CMNCc y la concentracion de este metabolitos
en suero y orina de la poblacion objeto de estudio.

5. Estudio de las correlaciones de los metabolitos de EO entre

ellos y con la edad de los individuos estudiados.

6. Cuantificar el efecto del Entrenamiento Regular Controlado
de Alta y Mediana Intensidad sobre los parametros de rendimiento
fisico en una poblacibn de mujeres adultas mayores de edad

comprendida entre 60 y 75 afios.

7. Cuantificar el efecto del Entrenamiento Regular Controlado
de Alta y Mediana Intensidad sobre las concentraciones de GSH,
GSSG y GSSG/GSH% vy niveles de 8-oxodG en la orina en mujeres

adultas mayores de edad entre 60 y 75
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IV. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo de investigacién y protocolos empleados
para su realizacién se llevd a cabo de acuerdo con la declaracién de
Helsinki y fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de
Valencia y del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia. Todos los
pacientes incluidos en este estudio recibieron informacion detallada de
su planteamiento y objetivo experimental y firmaron el correspondiente

consentimiento informado.

Para abordar los objetivos experimentales planteados se ha
subdivido a la poblacion en dos grupos de sujetos voluntarios. El primer
grupo corresponde al estudio de la valoracion de los cambios de
parametros oxidativos en distintas edades y se compone de un total
de 120 individuos, hombres y mujeres con edades comprendidas entre
18 y 90 afios a los que se reviso clinicamente primero y tras encuesta
clinica, registro de tension y variables antropométricas se decidié su
inclusién en el estudio. Los sujetos incluidos en el estudio se
subdividieron en tres grupos segun la edad de los individuos: Grupo A:

18 a 40 afios, Grupo B: 41 a 60 afios y Grupo C: 61 a 90 afios.

El segundo grupo corresponde al estudio de entrenamiento
controlado sobre parametros de funcidon fisica y de estrés
oxidativo para lo que se seleccion6 un grupo de mujeres mayores
sanas, con edades comprendidas entre 60 y 75 afios, a las que se les
entrené mediante ejercicio de fuerza con resistencia variable
desarrollado a diferentes intensidades y bajo el control de profesores
especializados y siguiendo las especificaciones que se describen en el

apartado correspondiente.
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Las determinaciones de los metabolitos de EO (antioxidantes
y productos de oxidacidn) correspondientes tanto al grupo de distintas
edades como al de intervencidn fisica se realizaron por procedimientos
estandarizados en el Laboratorio de Estrés Oxidativo de la Unidad de

Patologia Oxidativa en la Facultad de Medicina de Valencia.

Las pruebas para valorar la funcion fisica tras el programa de
entrenamiento de la fuerza con resistencia progresiva (PERP)
mediante la utilizacién de bandas elasticas se llevaron a cabo en dos
Centros Municipales de Actividad Fisica para personas mayores de
Valencia bajo supervisién de personal experimentado en investigacion
deportiva, enfermeras y fisioterapeutas para satisfacer el cumplimiento
de los objetivos experimentales.
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1. VALORACION DEL ESTRES OXIDATIVO SISTEMICO EN
SUJETOS DE DISTINTAS EDADES

Para afrontar este objetivo -se escogio el primer grupo de
poblacién correspondiente a un total de 120 individuos, hombres y
mujeres con edades comprendidas entre 18 y 90 afios subdivididos
segun las siguientes franjas de edad y nimero de casos estudio entre
paréntesis: 18 a 40 afios (n: 25); entre 41 y 60 afios (n: 54) y entre 61
y 90 (n: 41).

En los criterios de inclusibn se considerd, junto con el
consentimiento informado: estar en condiciones de someterse a
revision clinica y andlisis bioguimico el dia de la fecha de la toma de
muestras. Estar en ayuno de 12 horas antes de la extraccién
sanguinea. No presentar hipertensién importante para el grupo de
edad considerada, ni enfermedad cardiovascular, hematoldgicas o
neoplasica o proceso inflamatorio al menos tres meses antes de su
inclusién en el estudio. No referir toma habitual de antioxidantes y

consumo habitual de una dieta equilibrada.

Los criterios de exclusiéon fueron: la no aceptacion del
consentimiento informado; la presencia de hipertension importante
segun grupo de edad considerado; historia clinica de enfermedad
metabdlica o degenerativa grave y sujeta a tratamiento cronico; haber
experimentado cambios en el peso corporal >10% durante el Gltimo
afio o tener un indice de masa corporal >30Kg/m?; ser fumador de mas
de 5 cigarrillos/dia y consumo de bebidas alcohdlicas destiladas con
regularidad; estar bajo tratamiento farmacolégico con substancias

potencialmente inductoras de cambios en el estado redox.
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2. ESTUDIO DEL EJERCICIO FiSICO CONTROLADO SOBRE
LOS PARAMETROS DE ACTIVIDAD FISICA Y DE ESTRES
OXIDATIVO

El segundo grupo corresponde al estudio de entrenamiento
controlado sobre parametros de funcién fisica y de estrés oxidativo.
Para el estudio de la actividad fisica se seleccion6 un grupo de mujeres
mayores sanas, caucasicas y desentrenadas (de 60 a 75 afios de
edad) que se ofrecieron voluntariamente para participar en este estudio
después de leer la informacion del estudio que se hizo publico en
varios Centros Municipales de Actividad Fisica para Personas mayores
de Valencia.

Los criterios de inclusién fueron: (a) edad: > 60 afios, (b) estilo
de vida sedentario (menos de 1 hora de actividad fisica o ejercicio en
una semana durante los 6 meses previos al estudio); (c) certificado
médico de idoneidad o aptitud para practicar actividades de
entrenamiento de resistencia; (d) confirmacion de no tener intencién
de abandonar el area durante la intervencion; (e) capacidad cognitiva
para comprender y seguir las instrucciones; y (e) libre de cualquier
suplemento antioxidante durante al menos 6 semanas antes del

comienzo de este estudio.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes: (a) presencia
de enfermedades cardiovasculares; trastornos musculoesqueléticos o
neuromusculares que impiden la realizacion de los ejercicios; (b)
cambios en el peso corporal >10% durante el dltimo afio; (c) ingesta
de prescripcion medicamentos que se espera que alteren los
resultados del estudio (ayudas ergogénicas o dietéticas); (d) un

historial de neoplasia maligna; y (e) participacién en entrenamiento de
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la fuerza regular (mas de una vez a la semana) durante los 6 meses

anteriores.

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité Etico de
la Universidad de con nimero H1395923230221.

Para examinar los efectos de 16 semanas de supervision,
progresiva de entrenamiento de la fuerza con bandas elasticas a
diferentes intensidades, se asignaron aleatoriamente a los
participantes a los grupos de alta intensidad (ALTO; n = 39), grupo de
intensidad moderada (MOD; n = 31), o grupo de control (CG; n = 23)
utilizando un azar generado por computadora procedimiento de
permutacién. El investigador que generd la secuencia de asignacion
aleatoria también inscribi6 a los participantes. Los tamafios de muestra
difieren porque tanto los hombres como las mujeres fueron
originalmente reclutados, y méas hombres fueron asignados
aleatoriamente a los grupos de control y MOD que el grupo ALTO. Sin
embargo, el nimero total de hombres reclutados fue insuficiente, por
lo que finalmente los excluyd de nuestro analisis. El estudio se realizé
segun las directrices Estandares Consolidados de Publicacién de
Ensayos (217).
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3. PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO CLINICO Y PARAMETROS
BIOQUIMICO MOLECULARES

Las mediciones ponderales y la presién arterial se recogieron
mediante procedimientos estandarizados en los centros reclutadores y
por personal especializado: peso (kg), altura (m), IMC (kg / m2) y
presion arterial (mmHg).

Las medidas antropométricas (altura y peso) y las pruebas de
evaluacion de la funcion fisica en adultos mayores se realizaron con
los tres grupos antes y después del periodo experimental en el
Laboratorio de la Facultad de Ciencias de la Salud y la Actividad Fisica
de la Universidad de Valencia. Las evaluaciones se realizaron 24-72 h

antes y después el periodo de intervencion en 2 dias diferentes.

3.1. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS.

Antes de las medidas antropométricas y las pruebas de estado
fisico, los participantes ayunaron durante 3-4 horas, se abstuvieron de
ingerir estimulantes (por ejemplo, cafeina) durante 8 horas, y evitaron
practicar ejercicio intenso durante 24 horas, pero se les permitio
hidratarse libremente.

La altura (metro) se midié al 0.1 cm més cercano usando un
estadiometro portatil (SECA modelo 217, Seca GmbH & Co. KG,
Hamburgo, Alemania). El peso corporal total (kg) y el porcentaje de
grasa corporal (%) se midieron con una precision de 0,1 kg usando un
analizador de bioimpedancia eléctrica (Tanita® modelo BC-418 MA,
Tokio, Japdn). Se les recomendd a los participantes que usen ropas

livianas y que eliminen los objetos metalicos que podrian alterar la
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corriente eléctrica durante la medicién. El indice de masa corporal
(kilogramo por metro cuadrado) se calculé dividiendo la masa corporal

(en kilogramos) por el cuadrado de la altura del cuerpo (en metros).

Las muestras de orina y sangre se tomaron durante la Sesion
1, y las mediciones antropométricas y las pruebas de estado fisico se
llevaron a cabo 48 horas después. A todos los participantes se les pidié
que mantuvieran sus rutinas y habitos alimenticios diarios normales,
evitaran los suplementos nutricionales que pudieran afectar su
composicién corporal o su rendimiento y se abstuvieran de comenzar
nuevos programas de ejercicio o cualquier otro tipo de ejercicio fisico
durante el estudio. Todas las pruebas fueron supervisadas por los
mismos investigadores y médicos usando los mismos protocolos. Cada
participante se familiarizé con todos los procedimientos de prueba
fisica, y proporcionamos informacién y asesoramiento continuado
durante todas las pruebas.

3.2. MEDICIONES DE LA FUNCION FiSICA.

La funcién fisica se evalu6 mediante las siguientes pruebas
estandarizadas de la bateria Rikli y Jones 2013 (218): “30-Second Arm
Curl Test” (Arm Curl), flexion de codo con mancuernas durante 30
segundos ; “30-Second Chair Stand Test” (Chair Stand), sentarse y
levantarse durante 30 segundos; “Eight-Foot Up and Go Test” (TUG),
levantarse, caminar y sentarse; y “Six Minute Walking Test” (6MWT),
marcha durante seis minutos. Los protocolos para cada una de estas

pruebas se detallan en el trabajo de Flandes et al. (219).
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3.2.1. “30-Second Arm Curl Test” (Arm Curl)

Consiste en la flexiébn de codo con mancuernas durante 30
segundos (Figura M-1) (220).

Figura M- 1. Arm Curl Test.(220)

El proposito de esta prueba es valorar la fuerza de la parte
superior del tronco, es decir la fuerza de resistencia de los miembros
superiores tan necesaria para desarrollar tareas cotidianas que

involucran levantamientos, transportes...

La valoracidon de esta prueba se realiza contabilizando el
ndmero de flexiones y extensiones de codos que pueden ser
completadas en 30 segundos movilizando una mancuerna de 2,30 Kg

para mujeres y 4 Kg para hombres.

Se considera zona de riesgo el realizar menos de 11

flexiones/extensiones completas.
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3.2.2. “30-Second Chair Stand Test”

Se trata de sentarse y levantarse de una silla durante 30
segundos (Figura M-2). El fin de esta prueba es valorar la fuerza de los
musculos extensores de las rodillas y caderas, responsables de fallos
al andar y de caidas, valora la fuerza de resistencia de miembros
inferiores.

Figura M- 2. Chair Stand Test (220)

Se realiza contabilizando el numero de incorporaciones
completas que se pueden realizar con los brazos cruzados por delante

del pecho durante 30 segundos.

Se considera zona de riesgo el realizar menos de 8

incorporaciones completas.
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3.2.3. Eight-Foot Up and Go Test (TUG)

Consiste en levantarse, caminar y sentarse (Figura M-3).
EvalGa el equilibrio dinamico y la agilidad que son factores importantes
en tareas que requieren maniobras rapidas tales como bajarse del

autobus, o levantarse para atender algo...

A

Figura M- 3. Eight Foot Up and Go Test (220)

Se lleva a cabo midiendo el nUmero de segundos empleados
para levantarse desde una posicion de sentado, caminar 2,50 m,

regresar y volver a la posicion de sentado.

Se considera zona de riesgo tardar mas de 9 segundos para

hombres y mujeres (220).
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3.2.4. Six Minute Walking Test (6MWT)

Consiste en caminar durante seis minutos.

EvalGa la resistencia aerobica, factor muy importante para

caminar, subir escaleras, hacer turismo...

Se valora midiendo los metros que pueden ser realizados en 6
minutos alrededor de una pista.

Se considera zona de riesgo el realizar menos de 320 metros
para hombres y mujeres.

3.2.5. Programa para el entrenamiento de la fuerza con
bandas elasticas

El programa de intervencién supervisada incluy6 2 sesiones
semanales de 55 minutos a 1 hora realizadas en dias no consecutivos
(separados por 48 horas) durante 16 semanas. Segun lo recomendado
por el Colegio Americano de Medicina del Deporte, cada sesion de
ejercicio se dividi6 en tres componentes: (i) un calentamiento general
de 10 minutos; (ii) ejercicios de fuerza durante 35-40 minutos que
incluia tres ejercicios para miembros superiores (remo vertical, remo
inclinado y curl de codo) y tres ejercicios para las extremidades
inferiores (sentadilla con apoyo estrecho, tijera y abduccion de cadera
en bipedestacion); (iii) una rutina de enfriamiento de 10 minutos. Para
el desarrollo de la parte principal de la sesién se eligieron ejercicios
multiarticulares que estimulaban la participacion de los grupos
musculares tanto mayores como menores no sélo de las extremidades

sino también del tronco (221).
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Cada sesion se realizd6 en un grupo, y cada participante
siempre realizé los ejercicios en el mismo orden, alternando entre las

extremidades superiores e inferiores (222).

Se usaron bandas elasticas (TheraBand®, Akron, OH, EE.

UU.) y sillas como material de trabajo.

Durante todo el periodo de entrenamiento el grupo ALTO
realiz6 seis repeticiones subméximas, con una carga que podria
equivaler de manera cercana al 85% del maximo movilizado para una
sola repeticion (L1RM) por ejercicio, mientras que el grupo MOD realizé
15 repeticiones submaximas, con una carga que podria equivaler de
manera cercana al 70% de 1RM. El nivel o caracter del esfuerzo
percibido al final de cada serie fue determinado con la OMNI-RES
Scale que ha sido validada para el empleo de bandas elasticas durante
el entrenamiento de la fuerza (223-226). El caracter del esfuerzo al
final de cada serie progresé para ambos grupos experimentales de 6-
7 sobre 10 (algo duro) en las primeras 4 semanas (periodo de
adaptacion) a 8-9 sobre 10 (duro) en las 12 semanas restantes. El
control de la intensidad mediante este método (que tiene en cuenta el
ancho de agarre, el color de la banda y el nimero de bandas ajustado
todo en global a un nimero diana de repeticiones) ha sido previamente
validado en adultos jovenes (224), adultos de mediana edad (225) y
adultos mayores (226). Este método permite que el nUmero empleado
de repeticiones durante el entrenamiento de la fuerza se realice con la
resistencia/carga adecuada para generar las adaptaciones
pretendidas. Debe enfatizarse que aportara un control correcto del
ejercicio cuando se quiere emplear para su desarrollo caracteres del
esfuerzo submaximos, ya que es conocido que los caracteres o
esfuerzos maximos podrian generar repuestas cardiovasculares no

deseadas en poblaciones como, por ejemplo, la estudiada en la

-136 -



Material y métodos

presente tesis. Por tanto, el empleo del caracter del esfuerzo al final de
cada serie desarrollada garantizara durante la realizacion de esfuerzos
submaximos la seguridad del ejercicio a la vez que ayudara a controlar
que la resistencia empleada sea reproducible y de la magnitud
suficiente con la que provocar el estrés neuromuscular pretendido.
Este método se hace aln mas necesario cuando la resistencia
empleada en los ejercicios es de dificil cuantificacién y monitorizacion,
como asi sucede, por ejemplo, al emplear las bandas eldsticas como
dispositivo para el entrenamiento de la fuerza. Es conocido que un
cardcter del esfuerzo subméximo durante el entrenamiento de la fuerza
producira las adaptaciones pretendidas a la vez que reducira las
contraindicaciones de la ejecucién hasta la fatiga maxima o fallo

muscular.

El nGmero de series por ejercicio paso de tres en las primeras
8 semanas a cuatro en las 8 semanas restantes en ambos grupos, con
120 o 60 s de recuperacion activa (balanceo ritmico lento de las
extremidades sin el uso de bandas elasticas) entre las series de cada
uno de los ejercicios empleados en los grupos ALTO y MOD,
respectivamente. Se permitieron, en ambos grupos, 90 s de descanso
entre las series de los distintos ejercicios. La velocidad de ejecucion
de los ejercicios se controlé usando un metronomo que marcaba la
cadencia (2 s para la fase de contracciéon concéntrica y 2 s para la

excéntrica).

Los sujetos realizaron dos sesiones de preintervencion
familiarizacion para: (a) seleccionar el color, ancho de agarre y nimero
de banda; (b) adaptarse al caracter del esfuerzo percibido; y (c)
aprender la técnica correcta de los ejercicios. Como se explico
anteriormente, las cargas movilizadas en cada ejercicio se ajustaron

cada semana para mantener las intensidades (resistencia especifica)
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de entrenamiento adecuadas al adaptar el color y el nimero de bandas
elasticas junto con el ancho de agarre. La asistencia a cada sesion fue

diariamente registrada.

Todas las sesiones de entrenamiento se realizaron a la misma
hora del dia (10-11 a.m.) y se llevaron a cabo en dos Centros de
Actividad Fisica Municipal para Personas Mayores ubicados en
Valencia, bajo la supervision de un cientifico deportivo, enfermeras y
fisioterapeutas calificados y experimentados para garantizar la
seguridad y el cumplimiento. El disefio experimental se muestra en la

figura M-1.

Semana 0 ‘ | 12-42 semana I 52-82 semana ‘ 92-122 semana |133»1635emana|

1 I
15

RPE 6a7 8a9

SETS 3 ‘ a

48 hr. 72hr. 72hr.

o I |

SETS \ 60s ‘

Medicién POST- del estado redox
l &
g
Medicién POST- de la funcién fisica

Familiarizacion

Medicién PRE- del estado redox
Medicién PRE- de la funcion fisica

REST %0s
EXER

L M ALTO ] MODERADO [T AmBOS

Fiaura M- 4. Disefio experimental del Proarama de Entrenamiento de la Fuerza

ALTO = grupo de alta intensidad (6 repeticiones); MOD = grupo de intensidad moderada
(15 repeticiones); REP = repeticiones; RPE= caréacter del esfuerzo percibido al final de
cada serie (6-7 = algo duro, 8-9 = duro); SETS: n° de series por ejercicio; EXER =
ejercicio; REST SETS: recuperacién activa entre series de un mismo ejercicio; REST
EXER: descanso entre las series de distintos ejercicios
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3.3.ESTUDIO DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICO-CLINICOS
Y HEMATOLOGICOS.

3.3.1. Andélisis de parametros bioguimicos.

Las muestras de suero fueron extraidas tras 12 horas de ayuno
en tubos secos de 10 mL con separador de gel de silicona y acelerador
de la coagulacion, tras la retraccion del coagulo (15-30 minutos a
temperatura ambiente) las muestras se centrifugaron a 3500 rpm
durante 5 minutos a 4°C en una centrifuga Rotina 380R Hettich
(Tuttlinger, Alemania). El andlisis de los parametros bioquimicos
consisti6 en un estudio bioquimico-clinico completo, que incluia
glucosa (GLC), urea (URE), creatinina (CREA), aspartato
aminotransferasa (GOT), alanina aminotransferasa (GPT), gamma
glutamil transpeptidasa (GGT), fosfatasa alcalina (FAL), sodio (Na),
potasio (K+), cloro (Cl), triglicéridos (TG), colesterol total (TC),
colesterol HDL, Proteinas totales (PT) que se determinaron mediante
procedimientos estandar de espectrofotometria en analizadores
automaticos ARCHITECT ¢16000 del Servicio de Andlisis Clinicos del
Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia. Este método es el mas
usado en los laboratorios de Bioquimica Clinica y se basa en la
relacién que existe entre la absorcién de la luz por parte de un
compuesto y su concentracion; la intensidad de luz monocromatica
disminuye exponencialmente al aumentar aritméticamente la
concentracién de sustancia absorbente, cuando este haz pasa a través

de un medio homogéneo (ley de Beer).

La proteina C reactiva ultrasensible (PCRU) se determiné por
turbidimetria en un analizador automatico IMMAGE® 800 (Beckman

Coulter). La medicion se basa en una metodologia cinética de alta
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sensibilidad de inmunoensayo con particulas en el infrarrojo proximo.
Una particula recubierta con anticuerpo anti-PCR se liga a la PCR de
la muestra, formando agregados insolubles que causan turbidez. La
velocidad de agregacidon es directamente proporcional a la

concentracion de PCR en la muestra.

Para el estudio de los sujetos incluidos en el estudio de la
actividad fisica se realiz6 un examen analitico amplio basado en la

determinacion de parametros bioquimico-clinicos y hematimétricos.

3.3.2. Andlisis de los parametros hematimétricos

Las muestras de sangre total fueron extraidas en tubos de
EDTA-K3 y de citrato sédico de 5 mL para la realizacién del

hemograma y coagulacién, respectivamente.

Se realizé hemograma completo y coagulaciéon basica, con

determinacion del fibrinégeno.

Las determinaciones hematimétricas fueron realizadas en
contadores LH 500 de Beckman-Coulter (Brea, California, EEUU),
tecnologia basada en el principio Coulter (uso de un campo eléctrico
para contar y dimensionar particulas que se encuentran en suspensién

en un liquido conductor).

La coagulacion se realizé en el plasma remanente de los
tubos de citrato sédico tras su centrifugacion a 1500 rpm durante 5
minutos, en el coagulémetro ACL-TOP de Instrumentation Laboratory
Company (IL, Bedford, Massachusetts, USA).
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3.4.ANALISIS DE LOS MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO
EN CELULAS MONONUCLEARES CIRCULANTES (CMNc),
EN SUERO Y ORINA.

El andlisis de los metabolitos de EO se realizé por
procedimientos estandarizados en el Laboratorio de Analisis Clinicos
de la Unidad de Patologia Oxidativa en la Facultad de Medicina de

Valencia.

3.4.1. Aislamiento de CMNc de sangre completa.

Se extrajo un volumen de 10-15 ml de muestras de sangre
completa de los pacientes y se recogieron en tubos de EDTA en los
momentos indicados en cada estudio. Los tubos extraidos se
mantuvieron en un refrigerador a 2 - 4°C hasta que se procesaron para
el aislamiento de los linfocitos dentro de las cuatro primeras horas

después de la extraccion.

El aislamiento se llevo a cabo por centrifugacion en gradiente
de densidad con Hystophaque (Sigma H-1077) a 1700 rpm durante 30
min (12 ° C). Las CMNc unidas al fondo se resuspendieron
suavemente, se transfiieron a nuevos tubos Eppendorf y se
almacenaron a - 80°C hasta su uso. Antes del ensayo, las muestras se

sonicaron durante 3-5 s (98,131).

3.4.2. Extraccién de muestra de suero

Después de 12 horas de ayuno, se extrajeron 10 ml de sangre
completa de una vena antecubital en tubos secos de 10 mL con

separador de gel de silicona y activador de la coagulacion. Tras la
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retraccion del coagulo (15 a 30 minutos a temperatura ambiente) las
muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos a 4°C en una
centrifuga Rotina 380R Hettich (Tuttlinger, Alemania). El sobrenadante
de suero resultante se pipeted y se alicuotd. Las determinaciones
bioquimicas se realizaron el mismo dia. El resto de alicuotas se
congelaron a -80 ° C hasta su uso para la determinacion de parametros
de EO.

3.4.3. Recoleccién de orina

Se recogieron 8-10 ml de orina (primera orina en la mafiana)
en tubos de polietileno. Las muestras de orina se centrifugaron a 3000
rpm durante 5 min en la centrifuga Rotina 380R Hettich para precipitar
y eliminar las impurezas. Se separaron diferentes alicuotas y se

almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

3.4.4. Ensayo de actividades antioxidantes y del estado
redox en CMNc y de la Actividad Antioxidante Total

en Plasma en suero

Las actividades de SOD, CAT y GPx y los niveles de glutation
se analizaron por el método de espectrofotometria siguiendo los
respectivos procedimientos de kits de ensayo de Cayman Chemical
(Ann Arbor, USA): SOD (n° 706002), CAT (n° 707002), GPx (n°
703102) asi como GSH y GSSG totales (n° 703002).
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La actividad de PAO se analiz6 por el método de ELISA
siguiendo el protocolo del kit de ensayo de Cayman Chemical (Ann
Arbor, USA) n® 709001.

3.4.5. Andlisis de los productos de estrés oxidativo.

3.4.5.1. Cuantificacién de proteinas carboniladas

La cuantificacibn de proteinas carboniladas en muestras
biolégicas puede ser determinada por derivatizacion con DNP
(dinitrofenilhidrazina) y midiendo colorimétrica o inmunolégicamente.
El método ELISA permite la medida cuantitativa de carbonilacién
desde pg de proteinas. Casa comercial CAYMAN Cat n° 10005020.
Protein Carbonyl Assay Kit.

3.4.5.2. El ensayo MDA en CMNs por HPLC-UV

En el primer paso de este ensayo los lipoperéxidos se
hidrolizan por ebullicion en acido ortofosférico diluido. Posteriormente,
los productos de aduccibn que reaccionan con acido MDA-
tiobarbitdrico (TBA) [(MDA (TBA):] se eluyeron y se cuantificaron

espectrofotométricamente.

Para la cuantificacion de MDA, se mezclaron 50 pl de muestras
de CMNc en un tubo Eppendorf estéril con 75 ul de HsPO4 0,44 M, 25
pl de solucidon de TBA y calentada a 95°C durante 30 min. Después de
agregar (en hielo) 150 pl de solucién neutralizante (NaOH 1 M), las

muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 min. El MDA se
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purificé y se midié a partir de 100 ul del sobrenadante resultante
mediante HPLC-UV usando el método de elucion isocratica con una
solucién que contiene 5% de acetonitrilo y 50 mM de tampdn de fosfato
potéasico a pH 5,5. Los ensayos cromatograficos fueron de 3 minutos a
un caudal de 1 ml/min (105,131). La cuantificacién de los compuestos
se determind a 532 nm. El contenido total de proteina se cuantifico por

el método de Lowry (227).

3.4.5.3. Aislamiento, separacioén y cuantificacion de 8-
0x0-dG del ADN genomico a partir de CMNc.

El ADN de las CMNc se aisl6 siguiendo el método descrito por
Mufiiz P, Valls V, et al (88). En la que se us6 alcohol cloroformo
isoamilico (24: 1) en lugar de fenol para eliminar las proteinas. El ADN
aislado se lavé dos veces con etanol al 70%, se secé y se disolvi6 en
200 pl de Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM y NaCl 100 mM (pH 7,0) para
la digestién enzimética. Brevemente, se incubaron 5 yg de ADN / pL
(contenido total de ADN 200 pg) con 100 unidades de DNasa | en 40
pL de Tris / HCI (10 mM) y 10 uL de MgCI2 0.5 M (concentracion final:
20 mM) a 37 ° C durante 1 h. El pH de la mezcla de reaccién se redujo
luego con 15 pl de acetato de sodio 0,5 M (pH 5,1); Se afadieron 10
pl de nucleasa P1 (5 unidades) y 30 yl de ZnSO4 10 mM para dar una
concentracién final de 1 mM, y la mezcla se incubé durante 1 h.
Después de ajustar el pH con 100 uL de Tris / HCI 0.4 M (pH 7.8),
seguido de la adicion de 20 pL de fosfato alcalino (3 unidades), las
muestras se incubaron durante 30 minutos. Las enzimas se
precipitaron con acetona (5 volimenes), se eliminaron por
centrifugacion, y el sobrenadante se evapor6 hasta su secado

completo.
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Los hidrolizados de ADN se disolvieron en agua de calidad
HPLC vy se filtraron a través de un filtro de jeringa de 0,2 ym antes de
aplicar las muestras a una columna de HPLC Waters ODS (4,6 mm x
250 mm) tamafio de particula de 5 ym). Se usé un modelo de bomba
Waters 515 HPLC para separar la 8-0xo-dG. Esta separacion se llevo
a cabo utilizando una columna Spherisorb ODS2 de 5 pm (4,6 mm x
250 mm) con un caudal de 1 ml/ min. El tampo6n de ejecucién para 8-
0x0-dG del ADN nuclear y mitocondrial fue de 50 mmol / L de fosfato
de potasio (pH 5,1) en acetonitrilo al 5%, y el tiempo de retencién fue
de 7,5 min. La deteccibn electroquimica de las muestras de orina se
realizé utilizando un detector ESA Coulochem Il equipado con una
celda analitica 5011 de alta sensibilidad (sensibilidad de 1 pyA), que
tenia electrodos coulométricos (electrodo 1) y amperométricos
(electrodo 2) unidos en serie. Para el propésito de este ensayo, los
potenciales para los dos electrodos se establecieron en 0.2V y 0.4V,
respectivamente. Las cantidades de 8-0x0-dG y deoxyguanine (dG) en
la digestion de ADN se midieron usando absorbancia electroquimica y
UV.deteccion, respectivamente, en las condiciones de elucién
descritas anteriormente. Se analizaron muestras estandar de dG y 8-
oxo-dG para garantizar su separacion correcta y permitir la

identificacion de las derivadas del ADN celular.

3.4.5.4. Separacion y cuantificacion de 8-oxo-dG en
suero por HPLC-EC

El ensayo de 8-0x0-dG en suero se realiz6 siguiendo el método
de Li et al. (2013) (228) con ligera modificacién reportada por Borrego
et al. (2013) (105).
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Para la separacién y cuantificacion de 8-oxo0-dG, se utilizé una
bomba HPLC Waters 515 (modelo n° 5200%) con columna Spherisorb
ODS2 de 5 ym (4,6 mm x 250 mm) y detectores electroquimicos
(HPLC-EC). Las muestras de suero se descongelaron inmediatamente
antes del uso. Se calent6 un volumen de 60 ul a 50°C durante 1 h. Una
vez que las muestras se volvieron a atemperar a RT, se afiadieron 100
ul de proteinasa-k, y luego se incubaron a 37°C durante 1 h. Después
de eso, se afadieron 200 pl de la soluciéon tampén KH2PO4 / K2HPO4
(50 mM, pH 5,1) (lo mismo que se utilizé6 en HPLC, fase movil) seguido
de centrifugacion a 13,000 rpm para 5 minutos. Se inyectaron alicuotas
de 200 pl del sobrenadante resultante con una jeringa de 0,2-40 um en
el sistema HPLC-EC. Las condiciones de funcionamiento se basan en
el método descrito por Espinosa, et al (131), manteniendo un caudal
de 1 ml/ min con 50 mmol / | de tampén de fosfato de potasio (pH 5.1)
en 5% de acetonitrilo, y un tiempo de retencién de 7.5 min. La
deteccién electroquimica se logré con un detector ESA Coulochem Il
(Chelmsford, MA, EE. UU.) equipado con una célula analitica de alta
sensibilidad 5011 (sensibilidad de 1 yA). Esté equipado con electrodos
coloumétricos (electrodo 1) y amperométricos (electrodo 2)
conectados en serie. Para el propoésito de este ensayo, los potenciales
establecidos para los dos electrodos fueron 0.2 V y 0.4 V,
respectivamente. Para evaluar la optimizacién y la precision del ensayo
HPLC-EC para el aislamiento y la deteccibn de 8-oxo0-dG, se
registraron los cromatogramas apropiados de muestras y estandares
al comienzo de cada dia laboral. Todas las muestras fueron analizadas

por duplicado.
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3.4.5.5. Cuantificacién de 8-oxo-dG en orina por HPLC-
EC

El método utilizado fue modificado a partir del descrito en
Espinosa et al. (2007) (131). Después de descongelar 1 ml de orina,
se afadieron 100 ul de solucién de Tris-EDTA 3 mol /| (pH 8,6) a vortex
mezclado durante 30 s. Se aplicé luego 1 ml del resultante a una
columna Bond Elute C18 (OH) SPE (3 ml) que se habia preparado con
3 ml de metanol y 3 ml de agua destilada (calidad HPLC). La columna
se lava con 3 ml de agua seguidos de 3 ml de acetonitrilo al 2,5% y
metanol al 1,5% en 10 mmol /L de tampén borato (pH 7,9). La muestra
se eluyd a continuacion con 3 ml del mismo tampoén y se aplicé a una
columna de intercambio catiénico fuerte Bond Elute (3 ml) preparada
con 3 ml de metanol y 3 ml de tampdn borato (pH 7,9). A continuacion,
se eluyd la 8-oxodG con 2 ml de tampdn de acetonitrilo/metanol en
borato y luego se ajusté a pH 6,0 con 1 mol/L de HCI. Alrededor de 4
ml de solucién diclorometano/propano-2 (50:50) se afadieron a los 2
ml de eluyente y se mezclo en el vortex durante 30 s. Las muestras se
centrifugaron luego durante 10 min a 3500 rpm, la capa acuosa
superior se aspird y 3 ml de la capa organica residual se evaporaron
hasta secado completo utilizando una camara de vacio (Concentrator
plus, Eppendorf AG, 2331 Hamburg) a 50°C. Finalmente, las muestras
se reconstituyeron en 1 ml de tampén de ejecucién de HPLC como
anteriormente, pero sin acetonitrilo, y se inyectaron 50pl en la columna
de HPLC. Las condiciones de funcionamiento y la deteccion de
electroquimica fueron las mismas que las descritas para las muestras
de suero. Los valores de 8-oxo-dG se expresaron como la relacién a
mmol/mol de creatinina cuantificada con el kit de ensayo colorimétrico
de Cayman creatinina (urinario) (n °© 500701) como se describe por

Borrego et al. (2013) (105). Los procedimientos de calibracién fueron
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los descritos por Espinosa et al. (2007) (131). Una solucion acuosa de
grado HPLC de 8-oxo-dG> 98% (TLC) adquirida de Sigma Aldrich
Chemical Com. Saint Louis MO, EE. UU. (Numero de referencia
H5653) se utiliz6 como muestra estandar. Cada dia de trabajo
analizaron, seis muestras diferentes con concentraciones bajas y altas
conocidas de 8-oxo-dG por duplicado. El coeficiente de variabilidad

calculado intra e interdiario ensayo fue del 5%.

3.4.5.6. Analisis de F2-8-isoprostanos

Los niveles de F2-8-isoprostanos en la orina se cuantificaron
siguiendo las especificaciones analiticas del ensayo ELISA de Cayman
n ° 516351, y los resultados se expresaron como la relaciéon con la

concentracion de creatinina (104).

3.5. RESUMEN DE LOS METABOLITOS ANALIZADQOS,
MUESTRA BIOLOGICA ESTUDIADA Y METODO ANALITICO
UTILIZADO

En la siguiente tabla (tabla M-1) se resume las distintas
técnicas utilizadas para la valoracion de los metabolitos de EO
(antioxidantes y productos de oxidacion) en las muestras biologicas

indicadas de los sujetos incluidos en este estudio.
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Tabla M- 1. Metabolitos, muestra biolégica y método de andlisis para el

estudio del estrés oxidativo

MDA: Malondialdehido; 8-oxo0-dG: 8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosina; GSH:
Glutation Reducido; GSSG: Glutation Oxidado; CAT; Catalasa, SOD: Superéxido

Dismutasa; GPx: Glutation Peroxidasa; PAO: Capacidad Antioxidante del Plasma;

CMNCc: Células mononucleares circulantes.

MUESTRA . ;
METABOLITOS | METODO DE ANALISIS
BIOLOGICA
MDA CMNc HPLC-UV
F2-
Orina ELISA Kit Cayman Item n2 516351
Isoprostanos
8-ox0-dG Orina/Suero/CMNc HPLC-EC-UV/ Kit Cayman Item
Prot.
Suero ELISA Kit Cayman Item n2 10005020
Carboniladas
HPLC-UV
CMNc
GSSG/GSH Espectrofotometria Kit Cayman Item n®
Suero
703002
Espectrofotometria Kit Cayman Item n2
CAT 707002
Espectrofotometria Kit Cayman Item n2
SOD CMNc
706002
GPx s
Espectrofotometria Kit Cayman Item n2
703102
PAO Suero ELISA Kit Cayman Item n2 709001
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4. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

4.1. ANALISIS ESTADISTICO PARAMETROS DE EO EN
DISTINTAS EDADES

Para resumir las variables continuas se utilizan la media
aritmética y la desviacion estandar, si posee una distribucién normal, o
la mediana y el rango intercuartil si poseen una distribucién que no es

normal.

Para evaluar la normalidad de las distintas variables se usa el
test de Kolmogorov-Smirnov, para muestras de tamafio n > 50, y
Shapiro-Wilk para muestras de tamafio n < 50, asi como histogramas

y graficos Q-Q de normalidad.

Para comparar variables continuas se utilizan la prueba t de
Student para muestras independientes o0 pareadas, cuando se trata de
variables con distribucién normal, o la prueba U de Man-Whitney, la
prueba de Wilcoxon de rangos asignados o la prueba de Kruskal-Wallis

H cuando se trata de variables con distribucién que no es normal.

Para determinar la asociaciéon entre variables continuas se

utiliza el test de correlacién de Pearson.

Los resultados se dan como media + desviacién estandar y en
todas las pruebas estadisticas realizadas se utiliza un nivel de

confianza del 95%, equivalente a un nivel de significacién de p<0.05.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando software
comercial (SPSS, Version 20.0, SPSS Inc., Chicago, IL).
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4.2. ANALISIS ESTADISTICO DEL EJERCICIO FiSICO

La distribucion de datos se probé con la prueba de Kolmogoro-
Smirnov y con un analisis de diagrama de caja. Se utiliz6 una prueba
de Wilcoxon de rango con signo para los datos con una distribuciéon no
normal para comparar los resultados dentro de cada grupo de datos
pre y post entrenamiento. Para comparar las variables entre los
grupos, se utilizé una prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba
U de Mann-Whitney para las variables distribuidas de forma no normal.
Se usé un andlisis de varianza de dos vias para medidas repetidas
seguido de correcciones de Bonferroni para las comparaciones dentro
del grupo y entre las variables con una distribucién normal (GSH y
TUG). El tamafio del efecto (ES) se calcul6 como la media post-
entrenamiento menos la media preentrenamiento dividida por el
conjunto de desviacion estandar de los datos previos y posteriores al

entrenamiento (229).

Un ES inferior a 0.2 se consider6 un efecto trivial, 0.20-.49 un
efecto pequerio, 0.50-0.79 un efecto moderado, y mayor a 0.80 un
efecto grande (Cohen, 1988)(229). El porcentaje de incremento A% se
calculé con la férmula estandar: cambio (%) = [(puntaje posttest -
puntaje previo a la prueba) / puntaje previo a la prueba] x 100. Se
aceptd un nivel de confianza del 95% (significacién p<0,05) como
estadisticamente significativo. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando software comercial (SPSS, Version 20.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL). Todos los datos se informan como los medias +/- las

desviaciones estandar.
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V. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS CLINICO-ANTROPOMETRICAS DE LA
POBLACION ESTUDIADA.

Tabla R- 1. Caracteristicas clinico-antropométricas de la poblacion estudiada.

Media+/-SD
Parametros de la poblacién Rango de normalidad
(n120)
Hombre/Mujer 60/60 -
Edad 53,06+16,2 -
Peso(Kg) 73,2+11,6 -
Pr. Art. Sistélica (mmHg) 133,449,2 120-130
Pr. Art. Diastélica (mmHg) 82,21+11,27 80-85
IMC (Kg/m2) 26,70+2,93 18,5-24,9
Glucemia basal (mg/dL) 100,2+11,4 70-105
Urea (mg/dL) 36,4+12,1 19-50
Creatinina (mg/dL) 0,78+0,19 0,7-1,2
GOT (UI/L) 24,3+16,3 5-34
GPT (UI/L) 21,7+10,2 1-55
GGT (UI/L) 23,8+15,8 H: 12-64
M:9-36
FAL (UI/L) 72,7+18,3 40-150
Colesterol total (mg/dL) 214,1+29,6 80-200
Colesterol HDL (mg/dL) 61,5+13,2 45-70
Colesterol LDL (mg/dL) 136,2+33,3 40-150
Triglicéridos (mg/dL) 106,4+39,8 30-150
Proteinas totales (g/dL) 7,3+0,6 6,4-8,3
Sodio (mEg/L) 140,8+2,0 136-145
Potasio (mEq/L) 4,5+0,4 3,5-5
Cloro (mEq/L) 104,9+2,5 100-111
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2. VALORACION DE LOS PARAMETROS DE ESTRES
OXIDATIVO EN DISTINTAS EDADES.

2.1.EVOLUCION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PLASMA SANGUINEO.

En la tabla R-2 se representan los resultados de las
actividades de las principales enzimas antioxidantes, Superdxido
Dismutasa (SOD), Catalasa (CAT) y Glutatién Peroxidasa y de la
capacidad antioxidante total del plasma (PAO) en los tres grupos de
sujetos con edades comprendidas entre 18 y 40 afios (Grupo A), 41y
60 afios (Grupo B) y 61 y 90 afios (Grupo C). Como se puede observar
existe una tendencia a la disminucion de actividades en las tres
enzimas estudiadas y en la capacidad total del plasma si bien la
intensidad de estas disminuciones es diferente dependiendo de tipo

del pardmetro antioxidante analizado.

Tabla R- 2. Actividades antioxidantes de las enzimas Superdxido Dismutasa
(SOD), Glutation Peroxidasa (GPx)

18 a 40 afios 41 a 59 afios 60 a 90 afos
Metabolito (n=25) (n=54) (n=41)
A B C
SOD 4,97 £ 0,65 4,70 £ 0,82 **
+
(U/mg Prot) >,08 +0,07 (-3%) (-8%)
GPx 53,22 + 11,76 ** 51,53 + 8,81*** +++
2 i 11 7 ’ U ’
(U/gproy 421176 (-4%) (-7%)
CAT 270,039 238,72 + 28,05 *** 205,19 + 28,70 *** +++
(U/g Prot) 20,99 (-12%) (-24%)
( Pn?c())l/l 269 +3.99 250 £ 0,05 *** 210 £ 0,09 *** ++4++
" o (-7%) (-22%)
plasma)

Los resultados se expresan como media +/- SD con el niUmero de experimentos (n) de
cada grupo de edad. Entre paréntesis de sefiala el porcentaje de cambio (+ o -) con
respecto al valor del grupo de edad entre 18 y 40 afios como valor de referencia
(100%). *** p <0,001 y ** p <0,05 comparando los grupos B y C con A. +++ p <0,001
comparando B con C.
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La actividad SOD disminuyé en el grupo de adultos de edad
entre 41 y 60 afios en un 3% no siendo esta diferencia
estadisticamente significativa. Sin embargo, en el grupo de mayor
edad, (Grupo C), los valores de la SOD, en las células mononucleares
circulantes, representa un 8% menos en comparacién con el grupo de
sujetos de edades comprendidas entre 18 y 40 afios (Grupo A) y

alcanza significancia estadistica (p<0,05). (Figuras R-1 y R-5).

SOD U/mg Prot.

18 a 40 afios 41 a 60 ahos 61 a 90 afos

Figura R- 1. Cambio en la actividad de SOD en adultos de distintas edades.

Los resultados se expresan como medias + SD sefialados en la tabla R-2. ** p <0,05
comparando el grupos C con A.

La actividad GPx sigue una tendencia parecida con un
descenso del 4% y 7% con respecto al valor del grupo A en los sujetos
adultos mas mayores, grupos B y C respectivamente. En este caso las
diferencias estadisticas se observan ya en el grupo de sujetos entre 41
y 60 afios (Grupo B) (p<0,05) y ésta aumenta en los sujetos de edad
mas avanzada (Grupo C) (p<0,001). También existe una diferencia

significativa entre el grupo B y C (p<0,001) indicando que la actividad
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de esta enzima se reduce todavia mas en el grupo de edad
comprendida entre 61 y 90 afios (Figura R-2).

GPx U/g Prot.

FEX b+

18 a 40 affos 412 60 afios 61a 90 afios

Figura R- 2. Cambio en la actividad de GPx en adultos de distintas edades

Los resultados se expresan como medias + SD sefialados en la tabla R-2. ** p <0,05,
*** n <0,001 comparando los grupos B y C con A. +++ p <0,001 comparando B con C.

La actividad de la enzima catalasa presenta una disminucién
méas marcada conforme se avanza en edad en comparacion con lo
observado con las actividades anteriores. Con respecto al grupo de
sujetos mas jovenes, esta actividad disminuye un 12% en el grupo By
un 24% en el C con un valor estadistico de p<0,001 pasando de 270
U/g.prot a 238 U/g.prot y 205 U/g.prot respectivamente. También en
este caso existe diferencia significativa (p<0,001) al comparar el grupo
B con el C (Figura R-3).
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CAT U/g Prot.

%* %k %k
REE Lt

18 a 40 afios 41 a 60 afios 61 a 90 afios

Figura R- 3. Cambio en la actividad de catalasa en adultos de distintas
edades

Los resultados se expresan como medias + SD sefialados en la tabla R-2. *** p <0,001
comparando los grupos B y C con A. +++ p <0,001 comparando B con C

La capacidad antioxidante total del plasma disminuye
progresivamente con la edad de los sujetos estudiados, disminuyendo
en un 7% en el grupo B y u 22% en el grupo C con respecto a la
poblacion de menor edad (Grupo A) (p<0,001). Existe diferencia entre
los grupos B y C (p<0,001) comprobandose la tendencia a la
disminucién de la defensa antioxidante total a medida que se avanza
en edad. (Figura R-4).
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PAO umol/l suero

% %k 3k
R

18 a 40 afios 41a 60 afios 61a 90 afios

Figura R- 4. Cambio en PAO en adultos de distintas edades

Los resultados se expresan como medias + SD y nimero de experimentos sefialados en
latabla R-2. *** p <0,001 comparando los grupos By C con A. +++ p <0,001 comparando
B con C.

18 a 40 afios 41 a 60 afios 61 a 90 afios

SR | |
[

HS0D mCATALASA mGPx = PAO

Figura R- 5. Porcentaje de cambio en las actividades enzimaticas en funcion
de la edad de la poblacion estudiada.

Valores porcentuales calculados a partir de la media de actividades representados en
la tabla R-2.
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2.2.NIVELES DE GLUTATION Y ESTADO REDOX EN CELULAS
CMNc.

El sistema del glutation, formado por el glutation reducido
(GSH), la enzima glutation peroxidasa (GPx) y uno de los productos
de esta enzima, el glutation oxidado (GSSG), constituye el
mecanismo de defensa antioxidante y regulador redox mas importante
de las células aerobias, ademas de representar uno de los marcadores
mas importantes de EO. Su mantenimiento funcional, por lo tanto, es
de gran importancia y necesario para la homeostasis de los seres
vivos. En la tabla R-3 se muestran las concentraciones y los cambios
que tienen lugar en los metabolitos GSH, GSSG y relacion
GSSG/GSH% desde la edad madura hasta la edad mas avanzada. El
antioxidante GSH tiende a disminuir en los grupos de mayor edad
(Grupos B y C) con respecto al grupo de menor edad (Grupo A). Con
una disminucion muy discreta en el primer caso y mas marcada y
significativa (p<0,001) en el segundo con un porcentaje de disminucién
del 10%. Esta disminucién se corresponde con un aumento progresivo
de su producto oxidado GSSG, si bien, en este caso las diferencias no
son significativas a pesar del incremento observado del 42%. Sin
embargo, el cambio en el equilibrio redox, indicado por la relacién
GSSG/GSH, si es significativa en el grupo de mayor edad (Grupo C)
con un porcentaje de incremento significativo (p<0,001) del 30%. Estos
resultados apuntan hacia un estado de oxidacion progresivo a medida

que se avanza en edad) (Figuras R-6 y R-7).
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Tabla R- 3. . Niveles intracelulares de GSH, GSSG y relacién GSSG/GSH%
en grupos de distintas edades.

18 a 40 aiios 41 a 59 afos 60 a 90 anos
Metabolito (n=25) (n=54) (n=41)
A B C
GSH 22,94 + 3,31 20,74 £ 3,52 ***
+
(nmol /mg Prot) 23,05+3,291 (-1%) (-10%)
GSSG 0,24 £ 0,08 0,25+ 0,06
+
(nmol/ mg Prot) 0,175+0,02 (+37%) (+42%)
+ + * %k
GSSG/GSH 0,96 £ 0,21 1,08 £ 0,25 1,25+0,33
% (+12%) (+30%)

Los resultados se expresan como media +/- SD con el nimero de experimentos (n) de
cada grupo de edad. Entre paréntesis de sefiala el porcentaje de cambio (+ o -) con
respecto al valor del grupo de edad entre 18 y 40 afios como valor de referencia (100%).
GSH: Glutation reducido; GSSG: Glutatién oxidado. *** p <0,001 comparando el grupo
CconA.
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GSH nmol /mg Prot

. . .

18 a 40 afios 412 80 afios 61 a 90 afios

GSSG nmol/ mg Prot

18 3 40 afios 41260 afios 61 a 90 afios

GSSG/GSH %

18 a 40 afios 412 60 aiios 61290 afios

%k 3k %k

Figura R- 6. Cambios en los niveles de GSH, GSSG y relacion GSSG/GSH%
en células mononucleares circulantes de personas mayores.

Los resultados se expresan como medias + SD y nimero de experimentos sefialados
en la tabla R-3. *** p <0,001 comparando el grupos C con A.
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30

0 0 0 2
-1
18 a 40 afios 41 a 60 afios 61 a 90 afios
# GSH (nmol/mgProt.) ®GSSG (nmol/mg Prot.) GSSG/GSH%

Figura R- 7. Porcentaje de cambio de los niveles de GSH, GSSG y estado
redox GSSG/GSH% en la células mononucleares circulantes

Valores porcentuales calculados a partir de la media de actividades representados en
la tabla R-3

2.3.CAMBIOS EN LAS CONCENTRACIONES DE PEROXIDOS
LIPIDICOS. MDA Y F2-ISOPROSTANOS

Correspondiendo con la disminucion de las actividades
antioxidantes tanto individuales como total del plasma, asi como con
la reduccion de los niveles intracelulares de GSH y el aumento de la
relacion GSSG/GSH%, se observa, como resultado un aumento de los
productos de oxidacion de lipidos en las CMNc. El malondialdehido
(MDA) aumenta a medida que se avanza en edad con valores
significativos (***p<0,001) con respecto a la poblacion mas joven en el
grupo de edades comprendidas entre 61 y 90 afios (Figura R-8).

Los F2-Isoprostanos (F2-1soP) representan una familia de productos
de peroxidacion del acido araquidonico y esta considerado un
metabolito especifico de la modificacion oxidativa de lipidos. Su

concentracion aumenta un 10% y un 52% en los grupos B y C
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(***p<0,001) respectivamente con respecto al grupo A de menor edad
(Figura R-9). Estos resultados demuestran la peroxidacion lipidica
inducida por ROS que se va produciendo a medida que avanzamos en
edad (Tabla R-4 y figuras R-8, R-9 y R-11).

Tabla R- 4. Niveles intracelulares y en orina de los productos de peroxidacion
lipidica MDA y F2-IP en grupos de personas adultas de distintas edades.

18 a 40 aiios 41 a 59 afios 60 a 90 aios
Metabolito (n=25) (n=54) (n=41)
A B C
MDA 0,22 £0,07 0,23 £ 0,01 ***
1 i 4 7 7’ ’ ’
(nmol/ mg Prot) 0,19£0,046 (+15%) (+21%)
F2-IP 43,66 * 4,80 60,55 + 3,91 ***
+
(Pg/mmol crea) 39,660+ 7,14 (+10%) (+52%)

Los resultados se expresan como media +/- SD con el nimero de experimentos (n) de
cada grupo de edad. Entre paréntesis de sefiala el porcentaje de cambio (+ o -) con
respecto al valor del grupo de edad entre 18 y 40 afios como valor de referencia (100%).
MDA: Malondialdehido; F2-IP: F2-Isoprostanos. *** p <0,001 comparando el grupo C con
A.

MDA nmols/ mg Prot

%k %k 3k
I I
I 0,22 0,23
0,19
A B C

18 a 40 afios. 41 a 60 afios 61 a 90 afios
Figura R- 8. Cambios en los niveles de MDA en células mononucleares
circulantes de personas adultas con distintas edades.

Los resultados se expresan como medias + SD y nimero de experimentos sefialados
en la tabla R-4. *** p <0,001 comparando el grupo C con A.
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Isoprostano Pg/mmol creatinina

%k %k %k

18 3 40 afios 41 a 60 afios 61290 afios

Figura R- 9. Cambios en los niveles de isoprostanos en orina de personas
adultas con distintas edades.

Los resultados se expresan como medias + SD y nimero de experimentos sefialados
en la tabla R-4. *** p <0,001 comparando el grupo C con A.

2.4.NIVELES DE PROTEINAS CARBONILADAS.

En lo que respecta a las proteinas, su marcador de oxidacion
por ROS mas especifico, los grupos carbonilos o proteinas
carboniladas (Prot. Carboniladas) sigue una tendencia parecida al
aumentar ligeramente con respecto al grupo de sujetos mas jovenes
(Grupo A) hasta hacerse significativo, su aumento, en las personas de
mayor edad (Grupo C) (Tabla R-5 y figura R-10 y R-11).

Tabla R- 5. Niveles intracelulares de proteinas carboniladas en grupos de
personas adultas de distintas edades.

18 a 40 aiios 41 a 59 afos 60 a 90 ainos
Metabolito (n=25) (n=54) (n=41)
A B C
Prot. Carboniladas 0,20 £ 0,02 0,21 +£0,08 **
+
(nmol/ mg Prot) 0,19+0,018 (+5%) (+10%)

Los resultados se expresan como media +/- SD con el nimero de experimentos (n) de
cada grupo de edad. Entre paréntesis de sefiala el porcentaje de cambio (+ o -) con
respecto al valor del grupo de edad entre 18 y 40 afios como valor de referencia (100%).
** p <0,05 comparando el grupos C con A.
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Prot. Carboniladas nmol/ mg Prot.
* %

18 a 40 afios 41 a 60 afios 61 2 90 afios

Figura R- 10. Cambios en los niveles de proteinas carboniladas en células
mononucleares circulantes y en la orina de adultos de distintas edades.

Los resultados se expresan como medias + SD y nimero de experimentos sefialados
en la tabla R-5. ** p <0,05 comparando el grupo C con A.

MDA W F2-IP W PROT-CARB

21

15

18 2 40 afios 41 a 60 afios 61a90afios

Figura R- 11. Porcentaje de cambio en los niveles de MDA, F2-IP y Proteinas
Carboniladas en funcion de la edad

Valores porcentuales calculados a partir de la media de actividades representados en
la tabla R-4y R-5
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2.5.VALORACION DE LA OXIDACION DEL ADN EN CMNC,
SUERO Y ORINA EN DISTINTAS EDADES.

Este andlisis es especialmente relevante si tenemos en cuenta
las implicaciones fisiopatologicas de la oxidacion del ADN. Se valoré
la cantidad del producto de oxidacion, 8-oxo-dG, tanto in situ, es
decir, la proporcion de esta base oxidada en la cadena de ADN nuclear
extraido de CMNc, como su producto de reparacion liberado en suero
y en orina (Tabla R-6). Como se puede observar, la oxidacion del ADN
gendmico en las células circulantes aumenta en los grupos de mayor
edad con respecto a los sujetos més jévenes con incrementos de 6%
y 48% en los grupos B y C, con valores significativos en este dltimo
(***p<0,001) (Figura R-12).

Tabla R- 6. Niveles intracelulares, orina 'y suero de 8-oxo-dG en los tres
grupos de edades.

18 a 40 afios 41 a 59 afios 60 a 90 afios
Metabolito (n=25) (n=54) (n=41)
A B C
3,77 +£0,70 5,26 £ 0,62 ***
o 5 + , E , §
8-oxo0-dG/ 106 dG 3,54+0,75 (+6%) (+48%)
nrfl-c::xlo:rflol 163037  BEO7ETE 3,270,334 s
.. e (+46%) (+100%)
creatinina
- - + *% + EEEY
8-ox0-dG ng/ml 0,25+ 0,0 0,29 + 0,05 0,37 + 0,044 +4+
suero (+16%) (+48%)

Los resultados se expresan como media +/- SD con el nimero de experimentos (n) de
cada grupo de edad. Entre paréntesis de sefiala el porcentaje de cambio (+ o -) con
respecto al valor del grupo de edad entre 18 y 40 afios como valor de referencia (100%).
*** p <0,001y ** p <0,05 comparando los grupos By C con A. +++ p <0,001 comparando
B con C.
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8-oxo0-dG/ 10° dG
* k%

18 a 40 afios 41 a 60 afios 61 a 90 afios

Figura R- 12. . Niveles de la base modificada 8-oxo-dG en células
mononucleares de personas adultas

Los resultados se expresan como medias + SD y nimero de experimentos sefialados
en la tabla R-6. *** p <0,001 comparando el grupo C con A.

La reparacion del ADN tiene su expresion en la presencia de
este metabolito tanto en suero como en orina donde finalmente se
concentra y elimina. Los niveles de 8-0xo-dG en suero aumentan un
16% y un 48% en los grupos de sujetos de mayor edad (Grupo By C)
con respecto al grupo de menor edad (Grupo A) con diferencias
significativas **p<0,05 y ***p<0,001 respectivamente (Figura R-13).

8-ox0-dG ng/ml suero

FEK bt

%k %k

18 3 40 afios 413 60 afios 61 a 90 afios

Figura R- 13. . Niveles de la base 8-0x0-dG en suero de personas adultas

Los resultados se expresan como medias + SD y nimero de experimentos sefialados en
la tabla R-2. *** p <0,001y ** p <0,05 comparando los grupos By C con A. +++ p <0,001
comparando B con C.
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Los niveles urinarios de 8-oxo-dG siguen el mismo patrén de
comportamiento, aunque de una forma mas marcada y significativa.
Llama la atencion los incrementos que se observan del 46% y 100%
en los grupos de edades entre los 41 y 60 afios y 61 y 90 afios
respectivamente en ambos casos con una diferencia estadisticamente
significativa de ***p<0,001. Por otra parte, en el grupo de edad mas
avanzada (Grupo C) existe también una diferencia significativa
(+++p<0,001) con respecto al grupo de edad intermedia (Grupo B)
(Figura R-14).

8-0x0-dG nmol /mmol creatinina
FRE L4

%k %k k

B C

18 a 40 afios 41 a 60 afios 61 a 90 afios

Figura R- 14. Niveles de la base 8-oxo0-dG en orina de personas adultas

Los resultados se expresan como medias + SD y nimero de experimentos sefialados en
la tabla R-2. *** p <0,001 y ** comparando los grupos B y C con A. +++ p <0,001
comparando B con C

Este incremento del 100% en las etapas mas avanzadas de la
vida puede estar en relacién con el aumento de la incidencia de
enfermedades neoplasicas pero también es indicador de un
mecanismo de reparacién conservado en las personas mayores que

llegan a estas edades sin patologias asociadas (Figura R-15).
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6
M 8-0x0-dG/10 'dG W 8-oxo-dGnmol/mmol creat. 8-oxo-dGng/ml suero
l . I Aa
6
16
0 0 0 —
18 a 40 afios 41 a 60 afios 61 a 90 afios

Figura R- 15. . Porcentaje de cambio en los niveles de 8-oxo-dG en células
mononucleares circulantes, orina y suero en los grupos de diferente edad.

Valores porcentuales calculados a partir de la media de actividades representados en la
tabla R-6.

2.6.ESTUDIO DE CORRELACIONES ESTADISTICAS.

En el anexo-1 de esta memoria se representan todas las
correlaciones estadisticas realizadas comparando tanto los niveles de
metabolitos analizados en distintos medios biolégicos como sus
cambios con las edades de los sujetos estudiados.

En la tabla R-7 se muestran las correlaciones més

significativas.

Tabla R- 7. Resumen de las significancias de la correlacion de F2-IsoP y 8-
0x0-dG en orina con el resto de parametros.

Metabolito  8-oxo- F2-IP  GSH GSSG/GSH%  GPx Edad Muestra
dG
F2-1P **p - **p *p - **p orina

8-oxo dG -- **p **p **p **p **p orina

Los resultados estadisticos se presentan en el Anexo |. F2 IP, pg/mmol creatinina.; 8-
0x0-dG, nmol/mmol creatinina, GSH, nmol/mg/prot; GPx, U/g; * p<0,05; ** p<0,01.
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En las figuras R-16 a R-19 se presentan las correlaciones de

los distintos metabolitos de EO

conjunto total de edades estudi

comparados entre si y de éstos con el
adas (18 a 90 afos). En la figura R-16

se muestra la correlaciéon estadisticamente significativa que existe

entre los niveles en orina de F2

-IP y 8-0x0-dG (p<0,01), y de F2-IP en

orina con la concentracion intracelular de GSH (P<0,01) y la relacion

GSSG/GSH% (P<0,05).
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Figura R- 16. Correlacion de los n
oxo-dG/creat (A), concentracion

iveles de F2-IsoP/creat y los niveles de 8-
intracelular de GSH (B) y relacion

GSSGIGSH% (C); * p<0,05; ** p<0,01.
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Por su parte, los niveles de 8-0xo-dG en la orina correlaciona

con la concentracion intracelular de GSH, relacién GSSG/GSH% y la

actividad de la enzima GPx con una significancia estadistica en todos

los casos de **p<0,01 (Figura R-17).

GSH nmol/mg Proteina
s
° o
= (-]
OSD ©
o
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o
o

¥ Lreat w0109
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8-0X0-dG nmol/mmol creatinina
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GPx U/mg Prot.

000 o

GSSG/GSH %

p**

o

¥ Lneai - 0088
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W 2k 4w s ek
8-0X0-dG nmol/mmol creatinina

¥ Lineat = 0.141

8-0X0-dG nmol/mmol creatinina

Figura R- 17. Correlacion de los niveles de 8-oxo-dG/creat. con las

concentraciones
**p<0,01.

intracelulares de GSH (A), GSSG/GSH% (B) y GPx (C);
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En las figuras R-18 y R-19 aparecen las correlaciones de ambos
metabolitos F2-IP y 8-0xo-dG con el conjunto total de edades, entre los
18 hasta los 90 afios. Ambos metabolitos correlacionan con la edad
con una significancia de *p<0,05 (figura R-18).

Sin embargo, también correlacionan con la edad de los individuos
el GSH, la relacion GSSG/GSH% y la enzima antioxidante GPx pero
en este caso con una significancia de **p<0,01 (tabla R-8) (figura R-
19).

2 Uneat= 0131 F? Lineat= 0453

Isoprostanos pg/mmol creatinina
8-0X0-dG nmol/mmol creatinina

Figura R- 18. Correlacion entre los productos de modificacion oxidativa F2-1P
(A) y 8-0x0-dG (B) con la edad de la poblacién estudiada (18 a 90); * p<0,05;
** p<0,01.

Tabla R- 8. Correlaciones de los distintos metabolitos con la edad.

Metabolito 8-oxo- F2-IP GSH GSSG/GSH%  GPx
dG

Los resultados estadisticos se presentan en el Anexo |. F2 IP, pg/mmol creatinina.; 8-
0x0-dG, nmol/mmol creatinina, GSH, nmol/mg/prot; GPx, U/g; ** p<0,01.
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Figura R- 19. Correlacion entre los metabolitos del sistema Glutatién con la
edad de la poblacién estudiada (18 a 90).

Correlaciones de la Edad con: A: GSH, B: GSSG/GSH y C: GPx; ** p<0,01.
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3. ESTUDIO DEL EJERCICIO FiSICO SOBRE LA ACTIVIDAD
FISICA Y PARAMETROS DE EO.

Para el estudio del efecto del ejercicio fisico se han
seleccionado dos metabolitos como indicadores de oxidacion a nivel
sistémica: la relacion GSSG/GSH en células mononucleares
circulantes y la base modificada 8-oxo-dG en orina puntual en el grupo
control y en el grupo de entrenamiento en estado basal y después del

ejercicio de resistencia.

En el presente estudio, examinamos cémo el EO responde a
diferentes intensidades (cantidad de resistencia empleada) de ejercicio
durante 16 semanas de programa de entrenamiento de la fuerza (RTP)
con bandas elasticas en mujeres mayores para mejorar nuestra
comprension de la relacion dosis-respuesta de la intensidad del

ejercicio con el EO.
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3.1.FLUJO DE PARTICIPANTES Y CARACTERISTICAS
CLINICO ANTROPOMETRICAS DE LA POBLACION
INCLUIDA EN EL ESTUDIO DE INTERVENCION CON
EJERCICIO FiSICO.

En la figura R-20 se muestran los detalles del flujo de

participantes en el estudio.

Debido a la baja cantidad de hombres en el grupo de alta
intensidad (ALTO, 6 repeticiones) (n=3) que podria haber afectado la
deteccion de diferencias entre grupos con el nivel de confianza y poder
estadistico requerido en el presente estudio, decidimos excluir a los
hombres de los analisis presentados aqui. Ademas, el tamafio desigual
de muestra entre grupos en el caso de los hombres (ALTO: n=3; MOD,
15 repeticiones: n = 9; y CG: n = 14) podria afectar la estadistica

(decreciente) y las tasas de error Tipo | (aumentando).

Por otra parte, debido al alto coste de los andlisis de
biomarcadores del sistema operativo, solo 70 muestras de sangre y 60
las muestras de orina se recolectaron inicialmente. Al final de la
intervencién, disponiamos de 63 muestras de mujeres mayores.
(ALTO: n=24, MOD: n=20y CG: n=19) y 50 muestras de orina (ALTO:
n =20, MOD: n =16, y CG: n = 14). Las muestras se distribuyeron por
igual entre los grupos segun la proporcion de mujeres que fueron
inicialmente asignadas a cada grupo (ALTO> MOD> CG), con la
intencién de hacer que el tamafio de la muestra sea lo mas similar
posible entre los tres grupos con respecto a la proporcion inicial.
Ninguno de los desertores abandoné el programa como resultado de

lesiones o respuestas adversas al tratamiento.
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Figura R- 20. Diagrama de flujo de participacion

CG: grupo de control; RTP: programa de entrenamiento de resistencia; ALTO: grupo

de alta intensidad (6 repeticiones); MOD: grupo de intensidad moderada (15

repeticiones); 8-oxo-dG: 8-oxo-7,8-dihidro-2’desoxiguanosina.
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El seguimiento incluy6 todas las medidas de la prueba de
referencia para los dos grupos experimentales, pero solo la funcién
fisica para el GC, ya que se esperaba que las medidas de 8-oxo0-dG y
antioxidantes mostraran pocos cambios en este grupo durante el

periodo de estudio.

La tasa de asistencia para el programa de ejercicios fue muy
similar para los dos grupos: 83,33% para ALTO y 83,74% para el grupo
MOD (30 de 36 sesiones, incluida las sesiones de familiarizacién, en
ambos casos), y la tasa de adherencia al estudio superior al 90% en
los tres grupos (ALTO: 92,30%, MOD: 90,32% y CG: 91,30%).

Las caracteristicas basales de los sujetos se presentan en la
tabla R-9. Al inicio del estudio, la edad, las caracteristicas
antropomeétricas, el estado redox y el tiempo TUG (p>0,05) no difirié
entre los grupos de intervencion (Tablas R-9, R-10 y R-11). Las
comparaciones entre grupos revelaron diferencias entre el grupo ALTO
y CG para el Arm Curl (p = 0,008), entre ambos grupos de intervencién
y el CG para el Chair Stand (ALTO: p =0,002; MOD: p =0,001), y entre
grupos de entrenamiento (p =0,015) y MOD versus CG (p =0,029) para
6MWT (Tabla R-11).
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Tabla R- 9. Caracteristicas bioquimicas de la poblacion estudiada.

Parametro Media +SD Rango
normalidad
Glucosa (mg/dL) 105,4 22,0 70-105
Urea (mg/dL) 38,9 11,1 19-50
Creatinina
0,8 0,2 0,7-1,2
(mg/dL)
GOT (Ul/L) 23,6 15,7 5-34
GPT (UI/L) 20,5 9,6 1-55
H: 12-64
GGT (UI/L) 25,0 23,8 M: 9-36
FAL (UI/L) 69,7 17,2 40-150
Sodio (mEqg/L) 140,8 2,0 136-145
Potasio (mEq/L) 4,6 0,4 3,5-5
Cloro (mEg/L) 104,9 2,5 110-111
Colesterol total
201,8 38,4 80-200
(mg/dL)
HDL-colesterol
54,4 12,3 45-70
(mg/dL)
LDL-colesterol
125,1 33,0 40-150
(mg/dL)
Triglicéridos
110,1 45,0 30-150
(mg/dL)
Proteinas (g/dL) 7,1 0,5 6,4-8,3

-180 -



Resultados

Tabla R- 10. Caracteristicas antropométricas de la poblacion estudiada

Caracteristicas ALTO (n =39) MOD (n =31) CG (n=23)

Edad (afios) 71,10 +5,30 68,74 £ 6,05 70,46 £ 8,10
Peso (kg) 64,67 £+ 10,12 67,35+ 10,68 66,73 + 8,63
Altura (m) 1,52+0,04 1,53+0,06 1,52+0,04
BMI (kg/m2) 28,10+4 29,20+ 4,80 29,13 +£3,95
Masa Grasa (%) 36,56 £ 6,31 38,48 +6,53 39,27 +5,61

Los datos se presentan como la media +/- desviacion estandar. IMC: indice de masa
corporal; CG: grupo de control; ALTO: grupo de alta intensidad (6 repeticiones); MOD:
grupo de intensidad moderada (15 repeticiones).

Los cambios en la funcion fisica en los diferentes momentos
del estudio se presentan en la tabla R-11. Se observa que hubo un
importante efecto del tiempo (p<0,05) para todas las pruebas de
funcion fisica en ambos grupos de entrenamiento (ALTO y MOD), pero
sin efectos significativos entre ellos por tiempo de intervencién (entre
los grupos de intensidad ALTO y MOD).

Las mejoras obtenidas después del programa de
entrenamiento de resistencia (RTP) en ambos grupos para el Arm Curl
(brazo curvado), el Chair Stand (soporte de la silla) y TUG mostraban
grandes Effect Size (ES). Para el 6MWT, las mejoras tenian un
pequefio ES en el caso del grupo MOD y ES moderada en el caso del
grupo ALTO. Se encontré un efecto significativo para la interaccién
Grupo x Tiempo para Arm Curl entre MOD y CG. El CG mostré una
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mejora significativa en la fuerza de la extremidad superior (ES: 0,42),
pero no hubo cambios significativos para las otras pruebas.

Tabla R- 11. Efecto de intervencién de la actividad fisica.

p Valor
Prueba  Grupo Basal Post test (tiempo) A% ES
ALTO (n=36) 15,06 + 3,488 23,92+3,918 .000 +58,85 2,39
:‘r::)cur' MOD (n=28) 16,71+ 4,28 2621+518§ 000 56,83 1,99
CG (n=21) 18,32 + 5,82 20,77 +5,92 .002 +13,39 0,42
ALTO (n%36) 12,50 +2,588 19,39 +3,33§ .000 +55,11 2,31
Chair
stand MOD (n=28) 11,93+2,728 18,57 + 3,80 .000 +55,68 2,01
(rep)
CG (n=21) 15,45 + 5,24 16,91+ 7,11 176 +9,41 0,23
ALTO (n=36) 6,60 + 0,90 5,96 + 0,69 .000 9,71 -0,80
TUG(s) MOD (n=28) 7+1,00 5,83 +0,64 .000 -16,74 -1,39
CG (n=21) 6,51 +1,37 6,26 + 1,89 .339 3,84 -0,15
ALTO (n=36) 486,66 + 47,82* 514,50 + 54,42 .002 +5,71 0,54
6MWT (" poD (n=28) 529,67 +59,858 548,82 +59,988 (oo +3,61 0,32
CG (n=21) 464,59 +101,39 477,40 +98,90  .266 +2,75 0,23

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar. A%: porcentaje de cambio
de pre a posttest; 6MWT: 6 min walk test; Arm Curl: 30-s Arm Curl Test; CG = grupo
control; Chair Stand: 30-s Chair Stand Test; ALTO: grupo de alta intensidad (6
repeticiones); MOD: grupo de intensidad moderada (15 repeticiones); rep: repeticiones;

S: segundos; m: minutos; TUG: 8-Foot-Up-and-Go Test;

* Significativamente diferente de MOD (p <0,05); § significativamente diferente de CG (p
<0,05).
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3.2.DANO DE ADN Y ESTADO REDOX.

La tabla R-12 y figura R-21 muestra los resultados de la
actividad redox por grupo en los diferentes puntos de tiempo del
estudio.

Respecto al estado redox, los resultados mostraron una
disminucién significativa (- 10,91%, p = 0,002) en el GSH en el grupo
ALTO (pre: 22,71 +3,83 nmol/mg de proteina, post 20,23 +3,35
nmol/mg de proteina; ES -0,69) y no hubieron cambios significativos (-
0,74%, p = 0,857) en el grupo MOD (pre: 20,84 +3,15 nmol/mg de
proteina, post 20,69 +4,22 nmol/mg de proteina; ES = -0,04).

Los valores basales de GSH en el CG fueron 22,46 +2,67 nmol/mg de
proteina. Ademas, se observé una diferencia significativa entre el
grupo ALTO y CG en este pardmetro después del programa de
ejercicio (p =0,048).

Los grupos de entrenamiento no mostraron ningin cambio antes y
después de la intervenciéon en GSSG (ALTO pre: 0,23 0,08 nmol/mg
de proteina, post 0,25 +-0,13 nmol/mg de proteina; p = 0,903; A%
incremento = +7,91; ES -0,19. MOD pre: 0,25 +0,07nmol/mg de
proteina, post: 0,23 +0,09 nmol / mg de proteina; p = 0,479; A% = -
7,15; ES = - 0,25) o en la relacion GSSG/GSH% (ALTO pre: 1,05 +
0,48%, post: 1,29 +0,79%; p = 0,375; A%=12,65; ES = - 0,25. MOD
pre: 1,25 +0,40%, post: 1,19 +0,57%; p = 0,717; A% = -4,18; ES= -
0,15). Los datos GSSG basales en el CG fueron 0,23 +0,10nmol/mg
de proteina y la relacion GSSG/GSH fue 1,08 +0,59%. No hubo

diferencias significativas entre los grupos en estos parametros.
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Tabla R- 12. Efecto del entrenamiento sobre el estado redox sistémico
valorado en funcion de la relacién porcentual GSSG/GSH

Variables Grupo Pre Post P-Valor 0% ES
(tiempo)
Al (n=24) 22,71+3,83  2023+335°  0,002* -1091 -0,69
GSH
(nmol/m  MI(n=20)  20,84%315  20,69+4,22 0,857 0,74  -0,04
g prot) CG (n=19) 22,46 +2,67 - - - -
Al (n=24) 0,23 + 0,08 0,25 +0,13 0,903 +7,91 0,19
GSSG
(nmol/m M1 (n=20) 0,25 + 0,07 0,23 +0,09 0,479 715 -0,25
g prot) CG(n=19)  0,23+0,10 - - - -
Al (n=24) 1,05 + 0,48 1,29 0,79 0,375 +12,65 -0,25
G-"(SC';/GS MI (n=20) 1,25 + 0,40 1,19 + 0,57 0,717 4,68  -4,18
H (%
CG (n=19) 1,08 +0,59 - - - -

Al: ALTO, Alta Intensidad (6 repeticiones); MI: MOD, Moderada Intensidad (15 repeticiones);
CG: Grupo Control; GSSG: glutatién oxidado, GSH: glutatién reducido.
*: Diferencias significativas intra-grupo pre-post intervencion (p < 0,05); §: diferencia respecto

al grupo control (p £0,05)

En la orina, hubo un aumento significativo de 8-oxo-dG
(71,07%, p =0,010) en el grupo ALTO (pre: 2,12 +1,34 nmol/mmol
creatinina, post: 3,64 +1,37 nmol/mmol de creatinina) con un gran ES

(1,12) y una disminucion significativa (-25,66%, p = 0,033) en el grupo
MOD (pre: 3,91 £1,40 nmol/mmol de creatinina, post 2,90 +1,54

nmol/mmol de creatinina) con un moderado ES (- 0,69). La media basal

y la desviacion estandar fueron 2,75 +1,30 para el CG. No

encontramos ningun efecto significativo entre

interaccién de tiempo (Tabla R-13 y figura R-21).

los grupos por
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Tabla R- 13. . Efecto del entrenamiento sobre los niveles de 8-0xo-dG en
orina

Variables Grupo Pre Post P-Valor A% ES
(tiempo)

S-0x0-dG en Al(n=20)  2,12%134 3,64+137 0,010+  +71,07 112

orina MI(n=16) 3,91+1,40 2,90+154  0,033*  -2566 -0,69
(nmol/mmol
creatinina) CG (n=14)  2,75%1,30 - - } 3

*. Diferencias significativas intra-grupo pre-post intervencion (p < 0,05); Al: ALTO: alta
intensidad (6 repeticiones); MIl: MOD: moderada intensidad (15 repeticiones); CG: grupo
control.

a) 8-OHAG en orina h) Glutation Reducido
6 = . . m P 30 4 § B Fre
r o Pos

nmolimg proteina

nmol/mmol creatina
w

AL M1 CG A I e
Grupos Grupos
) Glutation Oxidado d) Ratio GSSG/GSH
s m Pre
o Pos
2
15
B ,
05
0
1% I oo ] I [oie)
Grupos

Grupos

Figura R- 21. Cambios en la actividad redox por grupos

Niveles de a) 8-oxo-dG en orina, b) Glutation reducido, ¢) Glutation oxidado, y d) ratio
GSSG/GSH evaluados en los grupos de Alta Intensidad (Al) (6 repeticiones), Moderada
Intensidad (M) (15 repeticiones) y CG antes y después del periodo de entrenamiento.
Datos expresados en medias. *Diferencias significativas pre-post intervencion (p<0,05);
8 diferencias significativas respecto al CG (p<0,05).
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VI. DISCUSION

1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS SOBRE EL PAPEL DE
LOS MARCADORES DEL EO Y SU EVOLUCION A LO LARGO
DEL ENVEJECIMIENTO.

El envejecimiento es un proceso bioldgico continuo que
modifica la estructura y la funcién de los organismos vivos. Es el
proceso biolégico por el que los seres vivos se hacen viejos, que
comporta una serie de cambios estructurales y funcionales que
aparecen con el paso del tiempo y no son consecuencia de
enfermedades ni accidentes. Es un proceso gradual de degradacion

del organismo humano (230,231)

El seguimiento de este proceso evolutivo es de extraordinaria
importancia biomédica y motivo de gran interés por parte de geriatras,
socidlogos e incluso economistas, aunque todavia hoy esta lleno de
dificultades. La obtencién de marcadores bioldgicos fiables y sencillos
es todavia dificil e incluso los analisis antropométricos y bioquimicos

no son capaces de definir la edad biolégica (232).

Desde el descubrimiento por Moses Gomberg (1866-1947) (233)
de la existencia del primer radical libre organico, el trifenilmetilo, el
concepto radical quimico cambi6 vertiginosamente para dar paso a una
nueva era conceptual en la que la quimica béasica contemplaba
importantes proyecciones hacia la bioquimica metabodlica, la fisiologia
Yy, poco después, también la medicina.

Su trabajo condujo a teorias modernas de la estructura y
reactividad de las moléculas orgéanicas, teorias cuya aplicacion ha
tenido un tremendo impacto en la vida moderna. Ahora sabemos que

los radicales libres organicos son esenciales para la forma en que
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funcionan algunas enzimas en el cuerpo humano. Sabemos que los
radicales libres organicos estan involucrados en el proceso de
envejecimiento del cuerpo, en su funcionamiento saludable y en el
desarrollo del cancer y otras enfermedades graves. Comprender los
radicales libres organicos, tanto en su aspecto quimico como
bioquimico, nos ha ayudado a entender mejor la sintesis de ADN junto
a otros muchos otros fendmenos naturales, desde el deterioro de los
alimentos hasta los efectos de las quemaduras solares. Los radicales
libres orgéanicos también desempefian un papel importante en la
produccion de plasticos, caucho sintético y otros materiales sintéticos

ampliamente utilizados(31,36,234).

1.1.EL ENVEJECIMIENTO Y EL EO

Aunque el interés por conocer la esencia del proceso del
envejecimiento ha atraido la atencion tanto de fildsofos como
cientificos desde tiempos muy remotos, el interés general por este
aspecto de gran importancia no adquirié su relevancia cientifica hasta
después de los afos 60, tras el enunciado de la teoria de los radicales
libres como causantes del envejecimiento por D. Harman (9). Esta es
por el momento la més aceptada por cientificos y gerontélogos y tiene
su base hipotética en el hecho de un proceso comun modificable por
factores genéticos y ambientales en el que las especies reactivas de
oxigeno producidos por nuestras células son los responsables del
deterioro y lesiones de las estructuras moleculares y tisulares que se

acumulan en los organismos con el paso del tiempo (235).

En este campo de la investigacion biomédica en relacion con
el papel del EO en el envejecimiento y sus efectos deletéreos han

surgido, sin embargo, nuevas tendencias basadas en los resultados
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obtenidos utilizando distintas lineas celulares donde los ROS, mas que
agentes citotéxicos o devastadores, se comportan como moléculas
sefializadoras con efectos beneficiosos. Incluso se ha propuesto, en
base a datos experimentales, que las especies mas longevas o que
aquellas especies animales que consiguen vivir por encima de su
expectativa de vida establecida, lo consiguen gracias a la induccion de
sistemas antioxidantes, a la reduccion de los procesos de oxidacion
molecular y/o a la expresion de determinados factores
transcripcionales responsables de prolongar la longevidad de ciertas
células (236-239).

Sin embargo, en algunos casos estas observaciones no se han
podido confirmar de forma unanime por todos los grupos de trabajo y
el aumento de productos de oxidacion es un hecho claramente

comprobado y aceptado por una gran mayoria cientifica (240,241).

Este hecho, y otros relacionados, han servido para el
desarrollo de distintas lineas de investigacién encaminadas a conocer
el papel de los productos de modificacion oxidativa por ROS y su
modulacién en funcién de las distintas edades de animales de
experimentacion y humanos como posibles marcadores biol6gicos del

envejecimiento y procesos degenerativos asociados (242).

En la actualidad, entre distintos marcadores que se han
propuesto para medir la edad bioldgica de los seres vivos no cabe duda
gue los marcadores de EO se presentan como metabolitos idéneos y
de eleccién. Es por ello por lo que seleccionar los productos mas
apropiados y reproducibles para medir el grado de oxidacion molecular
es de vital importancia. En este sentido, durante los Ultimos afios, han
sido muchas las aportaciones realizadas por distintos grupos de
investigacion, que invariablemente han demostrado el aumento del EO

como un fenémeno asociado al envejecimiento de las especies.

-191 -



Discusion

Para el estudio de los productos de oxidacion y/o antioxidantes
y su aplicacion traslacional, como marcadores de envejecimiento y de
enfermedad, es necesario la validacion adecuada de los métodos
utilizados para su valoracion, asi como de los rangos de normalidad de
la poblacion sana. Y pese a los grandes esfuerzos realizados durante
las ultimas cuatro décadas, son muchas las tareas que quedan por
realizar, asi como las incégnitas por resolver. Uno de los aspectos mas
determinantes a la hora de comprobar el papel del EO y sus
metabolitos como marcadores del envejecimiento es la eleccion y el
disefio de un modelo experimental apropiado. Esto pasa por
seleccionar a la poblacién objeto de estudio, que contemple distintas
edades y la diferencia de género y la ausencia de patologia asociada,
ademas de otros factores de interferencia como la utilizacion de
determinados farmacos, los habitos dietéticos o el consumo de tabaco.
Esto dificulta el estudio cuando se trata de analizar estos metabolitos
en personas de edad avanzada con un buen estado de salud. Para ello
se han tenido en cuenta constantes antropométricas, clinicas y
bioguimicas, ademas de una encuesta previa a su inclusién en el
estudio.

En nuestro trabajo hemos utilizado los marcadores de estrés
oxidativo, productos de oxidacién y antioxidantes, mas representativos
y reproducibles, y aplicando las tecnologias aceptadas por la

comunidad cientifica para su cuantificacion (31,36,243).

1.2. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

En nuestro estudio hemos comprobado la tendencia a la
disminucién progresiva de todos los sistemas antioxidantes a medida
gue se avanza en edad (Tabla R-2). En el caso de la actividad catalasa

esta disminucién es especialmente importante con una reduccién del
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12% y 24% frente a la SOD y la GPx con porcentajes de disminucion
del 3% y 8% y 4% y 7% respectivamente, mientras que la reduccién
del PAO fue del 7% y 22% en los grupos B y C con respecto al grupo

de personas menor edad (Grupo A).

Existe evidencia experimental que apoya el papel de la
actividad catalasa como factor determinante en la longevidad de
algunas especies animales. En el trabajo de Cutler RG et al (2005) se
demuestra un aumento de lalongevidad entre el 17 y el 21% en ratones
transgénicos C57BL/67 con una sobreexpresion de esta enzima de 50
veces su valor basal. Estos animales, ademas, presentan una
disminucién de los niveles de EO en el musculo y corazén y menor

severidad de la arterioesclerosis asociada a la edad (244).

La disminucion de los sistemas antioxidantes edad-
dependiente se ha comprobado también en un estudio similar al
nuestro en el que se analizaron distintos sujetos distribuidos en tres
grupos en funcion de la edad: Jovenes (20-39 afios), adultos de
mediana edad (40-64 afios) y adultos de mas mayores a partir de los
65 afios. Estos autores encontraron que las enzimas antioxidantes
SOD y GPx presentaban menor actividad en las personas de mayor de
65 afios comparado con el grupo de jévenes mientras que la actividad
catalasa se mantuvo invariable. Sin embargo, la capacidad
antioxidante total del plasma también disminuy6 significativamente en
el grupo de personas de mayor edad (245) coincidiendo con nuestros
resultados.

Como se muestra en la tabla R-2 y figura R-3, la disminucién
de la GPx alcanza valores significativos al comparar los grupos B
(**p<0,05) y C (***p<0.001) con el grupo A de menor edad y también
es estadisticamente significativo la diferencia entre el grupo B y C

(+++p<0,001). Sin embargo, cabe destacar que los niveles enzimaticos
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de esa enzima en los grupos B y C se mantienen con actividades del
53,22 + 11,76 y 51,53 £ 8,81 Ul/g.prot respectivamente. En ambos
casos estos valores son superiores a los niveles establecidos como
factor de riesgo cardiovascular (<42U/gHb) (128) o los que se
encuentran en pacientes hipertensos (<30U/g prot) (124). Los sujetos
incluidos en nuestro estudio no presentaban factores de riesgo
cardiovascular ni otras patologias que pudiera comprometer la
actividad de la GPx.

El grupo de Lee HC, observé disminucién de las tres enzimas
estudiadas, SOD, catalasa y GPx, en los fibroblastos de piel de
personas de edad avanzada. La disminucién enzimatica de la SOD
afecta a la isoforma Cu/Zn-SOD mientras que la actividad
intramitocondrial de esa enzima (Mn-SOD) estd aumentada. Los
autores sefialan ademas que el declive de las funciones fisiologicas y
trastornos asociados con el envejecimiento es consecuencia de la
progresiva inestabilidad genética del ADN mitocondrial, las mutaciones
de las proteinas transportadoras de electrones y el aumento de la
produccion de ROS y productos de oxidacion molecular (246-248).

En resultados publicados por otros autores no se observan
esta tendencia a la disminuciéon de las tres enzimas antioxidantes
citadas en el proceso de envejecimiento. Por ejemplo, en un estudio
realizado con musculo esquelético se comprobdé la disminucion de la
enzima SOD en las personas de mayor edad (66-75 afios), mientras
gue no se observaron cambios en las actividades Catalasa y GPx
(199).

Sin embargo, conviene sefialar que nuestro estudio analiza los
niveles de antioxidantes y productos de oxidacién no en un tejido

especifico sino a nivel sistémico como expresién de un estado general
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del organismo y con el objeto de validar estos productos de EO como

marcadores biolégicos de la edad del individuo.

Posiblemente por el sistema experimental planteado y las
técnicas distintas utilizadas para el andlisis de las enzimas defensivas.
Prior RL y Cao G. sefialan que la interpretacion de resultados a la hora
de valorar las actividades antioxidantes requiere un analisis detallado
del método utilizado, la muestra analizada y la situacion fisiopatoldgica
en que se lleva a cabo. El aumento de la capacidad de antioxidantes
no es un signo de situacién saludable o resultado deseable si ésta es
la respuesta a una induccién por especies reactivas de oxigeno. De la
misma forma, la disminucion de antioxidantes tampoco debe
considerarse como un efecto nocivo si ésta se acompafa de la
disminucién de prooxidantes. Por ello, se recomienda la medida no de
una sola actividad sino de un conjunto de actividades enziméticas y
sustratos antioxidantes a la hora de valorar de forma integral la
capacidad defensiva de las células frente al EO y enfermedades

ligadas con el envejecimiento (249,250).

1.3. VALORACION DEL ESTADO REDOX A TRAVES DE LA
RELACION GSSG/GSH

Como ya hemos comentado, el sistema del glutation, formado
por los niveles de GSH y GSSG junto a otras enzimas relacionadas
representa, especialmente a través de la relacion de sus
concentraciones GSSG/GSH, uno de los mas representativos
indicadores del estado redox celular y fiel marcador del EO
(92,93,251).
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Los cambios en los niveles de GSH y el aumento de la relacion
GSSG/GSH se ha relacionado con el envejecimiento en distintas
especies animales, asi como con distintas disfunciones celulares. Ello
ha llevado a proponer el suplemento de antioxidantes como una forma
de prevenir contra los efectos deletéreos y enfermedades asociados
con el envejecimiento (252).

Sin embargo, en otros articulos cientificos los autores sefialan
la ausencia de efectos beneficiosos del aporte de antioxidantes en
términos de alargar la vida de los animales e incluso advierten de
algunos efectos deletéreos de este tipo de intervenciones (253).

Posiblemente, estos efectos inesperados, por parte de los
antioxidantes, se deban a la importancia y la necesidad de mantener
las concentraciones fisiol6gicas de ROS y su papel como moléculas
sefializadoras en la regulacion de los diversos procesos homeostéticos
de las células (57,58,212).

Las modificaciones postraduccionales mediadas por cambios
redox de los tioles se consideran mecanismos moleculares
importantes que median muchas respuestas antioxidantes, mientras
que los microARN sensibles al equilibrio redox han surgido como
actores clave en la regulacion postranscripcional de la expresién
génica. La comprensién de tales mecanismos puede proporcionar la
base para intervenciones terapéuticas basadas en antioxidantes en
enfermedades relacionadas con las alteraciones de ese equilibrio
(254).

1.4.PRODUCTOS DE PEROXIDACION LIPIDICA

La peroxidacion lipidica es uno de los efectos mejor
demostrados y definidos de EO sobre las biomoléculas orgénicas
(31,255,256).
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En nuestro estudio hemos utilizado dos marcadores de
peroxidaciéon lipidica, el malondialdehido (MDA) y los F2-8-
Isoprostanos (F2-IP) que reflejan fielmente este proceso de
modificacién oxidativa. El MDA es un cetoaldehido fisiolégico derivado
de la descomposicion de acidos grasos desaturados como
subproducto del metabolismo del acido araquidénico. EI MDA puede
reaccionar con muchas otras biomoléculas como proteinas y
lipoproteinas plasmaticas modificando su estructura y su funcion
biologica. Este producto de peroxidacion se ha encontrado a
concentraciones elevadas en el plasma de pacientes diabéticos y en
el interior de las placas de la arterioesclerosis donde inducen la
formacién de células espumosas (257).

Hemos comprobado como el MDA aumenta progresivamente
en el interior de la CMNCc de los sujetos a medida que avanzan en edad
con incrementos del 15% y 21% en los grupos B y C con respecto al
grupo de adultos de menor edad siendo las diferencias significativas
en el grupo C (***p<0,001) lo que demuestra el aumento de la
peroxidacion lipidica especialmente en las edades mas avanzadas.

El andlisis de MDA se ha utilizado extensivamente como
marcador de EO y enfermedades relacionadas. Su método habitual de
andlisis consiste en un test colorimétrico al reaccionar con el &cido
tiobarbiturico (TBA) o bien mediante la cromatogréfica de alta presion
y deteccibn ultravioleta (HPLC-UV) (258).

Sin embargo, el propio MDA participa en reacciones con
moléculas distintas al TBA y es un sustrato catabolico. Solo ciertos
productos de peroxidacion lipidica generan MDA (invariablemente con
bajos rendimientos), y el MDA no es el Unico producto final de la
formacion y descomposicion de perdxidos ni una sustancia generada
exclusivamente a través de la peroxidacion lipidica. Muchos factores

(por ejempilo, el tipo de estimulo desencadenante y las condiciones de
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peroxidacion) modulan la formacion de MDA a partir de lipidos.
Factores adicionales, como pueden ser los reactivos y constituyentes
de la prueba de TBA tienen profundos efectos en la respuesta analitica
derivada del perdxido graso. Esto hace que la prueba con TBA sea
inespecifica para este metabolito. Por otra parte, los materiales no
relacionados con los lipidos, asi como los productos de
descomposicion derivados de peroxidos que no sean MDA pueden dar
positivos para el TBA. La reactividad de TBA y la degradacion oxidativa
de los lipidos respaldan la conclusién de que la determinacién de MDA
y la prueba de TBA pueden ofrecer, en el mejor de los casos, una
ventana estrecha y algo empirica sobre el complejo proceso de
peroxidacion de lipidos. En consecuencia, ni la determinacién de MDA
ni la respuesta de la prueba de TBA generalmente se pueden
considerar como un indice de diagndstico de la aparicion y/o extension
de la peroxidacion lipidica, la formacion de hidroperoxido lipidico o la
lesion oxidativa del lipido tisular al no tener una evidencia quimica
exacta y de forma independiente del analito que se esta midiendo y su
fuente de origen (259).

Estas limitaciones del analisis del TBA se subsanan con el uso
del método mas especifico como HPLC-UV que es el que hemos
utilizado en nuestro estudio (258).

Los isoprostanos F2 constituyen un grupo de compuestos de
la familia de las prostaglandinas que se derivan exclusivamente del
acido araquidénico y esta considerado como un producto fiel reflejo y
especifico de peroxidacion lipidica que se puede cuantificar en
distintos fluidos biolégicos y aplicando diferentes técnicas de analisis
((260,261).

Se producen a través de la oxidacion no enzimatica del acido
araquidénico por especies reactivas de oxigeno que posteriormente

son escindidos y liberados al torrente circulatorio por fosfolipasas antes
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de ser eliminados por la orina. A dia de hoy existe todavia cierta
controversia sobre el mecanismo de formacién de los F2-IP tanto “in
vitro” como “in vivo”, tanto en humanos como en animales,
sugiriéndose dos vias de generacion de estos productos, la no
enzimatica y la enzimatica catalizada por la ciclooxigenasa (COX)
(262).

Los niveles elevados de F2-IP estdn ademas considerados
como factores de riesgo cardiovascular (263,264).

En nuestro trabajo hemos preferido determinar los niveles de
F2-IP en orina como aproximacion experimental para confirmar la
validez de este metabolito como marcador del envejecimiento y
comparar sus cambios con los niveles de MDA en células sanguineas
circulantes. Efectivamente existe correlacion positiva y significativa
(*p<0,05) entre ambos metabolitos (ver anexo-1).

Los F2-IP aumentan en los dos grupos de mayor edad (B y C)
con respecto al de personas mas jévenes con un porcentaje de
incremento del 10% y 52% respectivamente y una diferencia
significativa en este ultimo caso de ***p<0.001. Sin embargo, no existe
diferencia significativa entre el grupo A y B, lo que sugiere que la mayor
formacién de este producto de peroxidacion se produce en edades
mas avanzadas de la vida.

Resultados similares en los que se demuestra el aumento de
F2-IP en relacion con el envejecimiento se han observado en modelos
de enfermedades neurodegenerativas asi como en algunos modelos
de animales (265,266).

Cabe destacar, que hasta el momento no se han llevado a
cabo estudios de correlacion entre los niveles de F2-IP y el rango de

edades que hemos abarcado en este trabajo.
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1.5.PRODUCTOS DE LA OXIDACION DE PROTEINAS.

La modificacion oxidativa de proteinas inducida por ROS se
produce por un mecanismo de carbonilacion que afecta a distintos
residuos de aminoéacidos en las cadenas polipeptidicas. Estas
modificaciones afectan principalmente a los aminoacidos lisina,
arginina, prolina y treonina. La formacién de grupos carbonilos es la
més frecuente y utilizada como marcador de oxidacién espontanea
tanto “in vitro” como “in vivo”. La estabilidad de estos productos los
convierte en sustratos asequibles para su determinacion por métodos
de laboratorio ademas de ser estables a -80°C durante mas de 10 afios
(267).

El aumento de estos productos de oxidacién, se puede
cuantificar en plasma o suero mediante la utilizacion de anticuerpos
especificos y cuantificacién espectrofotométrica y se ha visto que el
aumento de proteinas carboniladas es dependiente de la edad y
guarda relacion con el proceso de envejecimiento, asi como con la
patogenia de distintos procesos degenerativos e inflamatorios
asociados (268,269).

En nuestro estudio hemos encontrado discretos aumento de
estos productos a lo largo de los grupos de edades estudiados. Si
consideramos el grupo de menor edad (Grupo A) como grupo control,
los incrementos que se observan en el resto de grupos de edad mas

avanzada (Grupo B y C) son del 5% y el 10% respectivamente.

1.6.LESION OXIDATIVA DEL MATERIAL GENETICO (ADN
INTRACELULAR Y SISTEMICO)

La oxidacion del ADN puede producirse por los ROS

generados bajo distintas condiciones tanto fisiolégicas como
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fisiopatoldgicas y se han desarrollado diferentes metodologias para su

analisis y cuantificacién (260,270).
Los radicales hidroxilo ('OH) son especies muy reactivas que

presentan una afinidad muy alta hacia las bases nucleotidicas del
material genético induciendo distintos tipos de modificaciones
oxidativas, la mayor parte de las cuales, especialmente la 8-oxo-dG,
presenta un alto poder mutagénico por lo que su vinculacién con la
carcinogénesis es muy alta (48,96,97).

De hecho, la incidencia de impactos lesivos del material
genético aumenta de forma exponencial y guarda un perfil similar con
aumento de la incidencia de tumores con la edad (271,272).

En este trabajo, para determinacién de 8-oxo-dG, hemos
utilizado uno de los métodos de eleccién aprobado por el consorcio
europeo para el estudio y validacién de este metabolito en liquidos
biolégicos del que formamos parte, que se basa en su separacién y
posterior cuantificacion por HPLC y deteccidén electroquimica. Esta
técnica permite el analisis de 8-0x0-dG a partir de diferentes medios
biolégicos como células aisladas, material tisular, suero y orina
(108,109). Los niveles de 8-0x0-dG en las CMNc se llevé a cabo previa
digestion enzimatica del ADN gendmico siguiendo la metodologia
previamente descrita. Ademas, se utilizd esta misma técnica de
cuantificacion en muestras de suero y orina. Esto nos permite valorar
de forma global el grado de lesion oxidativa de esta molécula, asi
como, de forma indirecta, tener una idea general de la eficiencia de su
reparacion por la enzima de reparacién ya que los niveles de esta base
modificada en estos liquidos biolégicos son expresién de su
separacion de la cadena de ADN por la hOOG1 (149) y su eliminacion

sin mayor modificacion metabdlica. Diversos estudios han comprobado
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el aumento de esta base modificada en distintos tejidos animales en
funcion de la edad de animales de experimentacién (273).

En lo que respecta a los cambios encontrados en las
concentraciones de 8-0xo-dG se aprecia un incremento importante
especialmente en lo que respecta a los niveles en suero y orina. El
aumento de 8-0x0-dG en las CMNCc es discreto cuando se compara el
grupo B con el A con un incremento del 6% y que alcanza un valor
significativo en el grupo de mayor edad (Grupo C) (***p<0.001) sin
encontrar diferencia significativa entre los grupos B y C. Sin embargo,
los niveles de este metabolito tanto en suero como en orina presentan
mayores incrementos cuando se comparan los grupos de mayor con
los de menor edad. Las diferencias en los niveles de 8-ox0-dG en
suero son significativos al comparar ambos grupos B y C (**p<0,05 y
***n<0,001 respectivamente) con el de menor edad, asi como entre
estos entre los grupos B y C (***p<0.001). Resultados muy similares
se observaron al analizar los cambios en los niveles de este metabolito
en orina si bien en este caso y en el grupo C de edad mas avanzada
el incremento con respecto al grupo mas joven (grupo A) fue del 100%.
Estos resultados sugieren que la efectividad de los sistemas de
reparacion esta conservada en las personas de edad avanzada sin
patologia crénica asociada. Es posible que la eficiencia en los sistemas
de reparacion contribuya a mantener la integridad del genoma y
prevenir o reducir la incidencia de enfermedades tumorales en las

personas mas longevas con una salud conservada.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por otros
grupos de investigacion que muestran la misma tendencia al aumento
de 8-0xo0-dG en la orina proporcionalmente con la edad tanto en
animales de experimentacion como en humanos. Usando la técnica de

dilucién isotépica con cromatografia liquida y espectrofotometria de
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masas, el grupo de Wei analizé un total de 12228 sujetos, hombres y
mujeres de edades comprendidas entre los 2 y 90 afios observé un
incremento de la 8-0x0-dG asi como de la 8-oxo-guanosina procedente
de la oxidacién del RNA en el grupo de edad entre 81 a 90 afios con

respecto al grupo de 21 y 30 afios (193).

Las concentraciones de 8-oxo-dG que hemos obtenido con el
método analitico utilizado son muy similares a las que se han publicado
por otros autores (274) sin bien existe una gran variabilidad en funcién

del método utilizado.

1.7.ESTUDIOS DE CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES
DE ESTRES OXIDATIVO Y LA EDAD DE LA POBLACION
ESTUDIADA.

El estudio de correlaciones estadisticas entre los
metabolitos de EO entre ellos y con todo el conjunto de edades
estudiadas (18 a 90 afos) se recoge en el anexo-l de esta Tesis.
En las figuras R-16 a R-19 se presentan aquellas correlaciones
seleccionadas en base a su significancia estadistica y relevancia
como potenciales marcadores biolégicos de envejecimiento.

Es posible que pese a la disminucion de sistemas
antioxidantes en las personas de mayor edad y el aumento de los
productos de oxidacién molecular de lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, éstos no superen los limites de la patogenicidad. Es por
ello por lo que deberia estimarse con precision cuales son los
limites de concentraciones umbral a partir de los cuales los
marcadores de EO predicen el estatus de enfermedad o
envejecimiento saludable lo que requiere realizar estudios de
grandes poblaciones para llegar a establecer los indices

patolégicos de estos metabolitos.
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2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL EJERCICIO FISICO

Segun hemos podido comprobar, este estudio es el primero en
investigar los efectos de un programa de entrenamiento de moderada-
larga duracion (16 semanas de entrenamiento de la fuerza) con bandas
elasticas con diferentes intensidades (carga o resistencia empleada)
en el dafio del ADN y estado GSH, GSSG y GSSG / GSH en adultos
mayores. El hallazgo principal y novedoso del presente estudio fue que
el entrenamiento de la fuerza de alta intensidad (6 repeticiones)
aumenta el EO, como lo demuestra el aumento en las concentraciones
en orina 8-OHdG y la disminucién en el tripéptido antioxidante GSH.

Sin embargo, el entrenamiento de la fuerza a intensidad
moderada (15 repeticiones) da como resultado una disminucién en el
dafio al ADN sin cambios significativos en la relacion GSH o
GSSG/GSH. Las dos intensidades fueron igualmente efectivas para
mejorar la funcién fisica en mujeres mayores, ya que no hubo
diferencias significativas entre los grupos de entrenamiento en los
parametros de la funcion fisica.

Planteamos la hipétesis de que el entrenamiento de la fuerza
de alta intensidad (6 repeticiones) aumentaria el EO, detectado como
un aumento en la concentracion de 8-oxo-dG, mientras que la rutina
de intensidad moderada (15 repeticiones) reduciria este parametro.
Esta hipotesis fue parcialmente refutada porque no encontramos
diferencias significativas entre los efectos de las dos intensidades en
este marcador, aunque 8-oxo-dG aumentod significativamente en el
grupo de 6 repeticiones y disminuy6 significativamente en el grupo de
15 repeticiones. A continuacion, planteamos la hipétesis de que el
entrenamiento de la fuerza a ambas intensidades produciria aumentos

similares en la concentracién de los parametros del estado redox
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tiélico, que fue refutada porque ninguna de las dos intensidades mejoré
los niveles de moléculas antioxidantes. Nuestra hip6tesis final fue que
los grupos experimentales aumentarian sus valores de funcion fisica
en cantidades similares. Los hallazgos confirmaron esta hipétesis, ya
que no encontramos diferencias en las mejoras en los parametros de
la funcion fisica entre las dos intensidades.

Hasta la fecha, pocos estudios han investigado el efecto del
entrenamiento de la fuerza en los biomarcadores del sistema
operativo, y mas especificamente en el dafio del ADN. Los resultados
obtenidos en el presente estudio son consistentes con los de Parise,
Brose y Tarnopolsky (275) que mostraron que en individuos mayores
(edad media 71 afios), tras 14 semanas de entrenamiento de la fuerza
3 veces a la semana con el 50-80% de su 1RM redujo
significativamente sus niveles urinarios de 8-oxo-dG sin producir
cambios en el GSH. Ademas, nuestros resultados en el grupo de 15
repeticiones estan de acuerdo con los obtenidos por Soares et al.
(276), que mostrd que 16 semanas de entrenamiento de resistencia 3
veces por semana con el 75% de 1RM disminuyeron significativamente
el dafio al ADN. Sin embargo, nuestros resultados contrastan con los
de Rall, et al. (277) que encontraron que 12 semanas de entrenamiento
de la fuerza en adultos mayores con artritis reumatoide, 2 veces a la
semana con el 50-80% de 1RM, no dieron como resultado un cambio
significativo en los niveles de 8-oxo-dG urinario, aunque esta diferencia
podria deberse a su pequefio tamafio de muestra.

Franzke, et al.(278) mostraron, después de completar un
protocolo de entrenamiento progresivo de la fuerza de 6 meses con
bandas elasticas a razon de dos veces/sesiones por semana, que el
dafio en el ADN aumenté en adultos institucionalizados de edad muy
avanzada. Sin embargo, los autores no especificaron la intensidad con

la que trabajaron sus participantes, (278) por lo que la discrepancia
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entre nuestros hallazgos y los de ellos puede estar relacionada con la
intensidad del ejercicio y el hecho de que la relacion entre el ejercicio
y el EO es complejo y multifactorial. La intensidad del ejercicio, la
duracion del entrenamiento, el nimero de ejercicios, el estado previo
del entrenamiento y el tipo de poblacién -todos los factores que pueden
modificar la respuesta del biomarcador del EO- variaron entre todos
estos estudios. Ademas, algunas de las discrepancias en los hallazgos
pueden estar relacionadas con el tiempo transcurrido después de que
se realizaron los ejercicios antes de que se midiera el 8-oxo-dG.

Varios cambios metabdlicos agudos resultantes del ejercicio
pueden persistir al menos 72 horas después del ejercicio (279) por lo
que en nuestro estudio extrajimos las muestras de sangre de los
participantes 72 horas después de su Ultima sesién de entrenamiento.
Ademas, el uso de diferentes biomarcadores de dafio en el ADN a
través de los distintos estudios que se han llevado acabo confunde y
hace mas dificil establecer comparaciones.

Los resultados que obtuvimos en el presente estudio se
corresponden con estudios previos donde los regimenes de ejercicio
muy intensos o muy largos indujeron un aumento del dafo
cromosomico (280), pero intensidades menores, incluso la practica de
Tai Chi, produjeron significativamente menor dafio en el ADN (281).

Radak et al. (282) sefialaron que un nivel moderado de ROS
es esencial para las respuestas adaptativas al ejercicio, pero un
ejercicio o ejercicio muy prolongado o agotador al que la persona no
esta acostumbrada puede afectar el equilibrio entre la produccién de
ROS y el sistema de defensa antioxidante.

Esta observacion se manifestd claramente en el presente
estudio, donde el entrenamiento de la fuerza a una intensidad
moderada (15 repeticiones) gener6 una respuesta adaptativa

beneficiosa frente al EO, mientras que la alta intensidad (6
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repeticiones) produjo un desequilibrio a favor de la produccion de ROS
y una disminucién del sistema antioxidante GSH.

Una posible explicacion para esta respuesta podria ser que, a
medida que avanza el envejecimiento, los humanos se vuelven
gradualmente menos adaptables a los incrementos de ROS cuando
reciben entrenamiento de alta intensidad (movilizacion de resistencias
maés altas), lo que aumenta su susceptibilidad al EO (210).

Con respecto al estado redox tiélico, los resultados presentes
proporcionan datos preliminares de que la actividad redox es
dependiente de la dosis en adultos mayores, dependiendo de las
intensidades aplicadas. La disminucién significativa de la actividad de
GSH (-10,91%) junto con el aumento de GSSG (+ 7,91%) producido
por el entrenamiento de resistencia de alta intensidad (Al) podria
interpretarse como evidencia de una defensa antioxidante insuficiente
para hacer frente a la produccion de radicales libres como resultado de
la intervencion. En contraste, la reduccién en GSSG (-7.15%) junto con
la ausencia de cambios en GSH como resultado del entrenamiento de
resistencia de intensidad moderada (15 repeticiones) muestra que los
niveles moderados serian la intensidad de entrenamiento Gptima para
mujeres mayores porque produce el estimulo necesario para producir
cambios adaptativos efectivos en el sistema antioxidante enzimatico
mientras se reducen los niveles de dafio en el ADN.

Nuestros resultados con respecto a GSH contrastan con los de
estudios previos, que han sugerido que el GSH aumenta después de
un programa de ejercicios de entrenamiento de la fuerza en sujetos
ancianos con edades comprendidas entre 60 y 83 afios (283).

Curiosamente, parece existir un equilibrio compensatorio entre
los diversos componentes que contribuyen al sistema general de

defensa antioxidante en la sangre (284).
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Este equilibrio parece ser el resultado del hecho de que las
enzimas antioxidantes funcionan en redes, donde la disminucion de un
antioxidante en particular puede ser compensada por un aumento en
otro, como se puede observar en el presente estudio. Al igual que con
los biomarcadores del sistema operativo, su respuesta parece estar
condicionada por la intensidad de entrenamiento. Se ha propuesto que
el ejercicio fisico puede contribuir a la adaptacion antioxidante tanto en
personas jovenes como ancianas (285,286).

Publicaciones anteriores han informado resultados muy
variados con respecto a la defensa antioxidante en adultos mayores
fisicamente activos frente a menos activos (287).

Pocos estudios han examinado los efectos de los “Resistance
Training Program” (RTP) (programas para entrenamiento de la fuerza
al movilizar resistencias) sobre la actividad antioxidante en adultos
mayores. La superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la
glutation peroxidasa (GPx) son las enzimas mé&s comuinmente
analizadas y, en general, los estudios han demostrado que el
entrenamiento de resistencia resulta en su aumento (276,279,288,289)
0 no produce cambios (290-292).

Nuestros resultados contrastan con los publicados por Cakir-
Atabek (279) que no encontraron alteraciones agudas en GSH
después de una Unica sesién de entrenamiento de la fuerza en
hombres no entrenados, seguidas de mejoras significativas en este
pardmetro después de 6 semanas de entrenamiento de la fuerza que
fue independiente de la intensidad de entrenamiento (70-85% de
1RM).

Por otro lado, Peters et al. (293) informaron que, después de 6
semanas de entrenamiento de ejercicio de fuerza de tipo isométrico,
los marcadores de EO disminuyeron significativamente y la relacion de

GSH/GSSG en sangre total aumenté (+61%) en adultos hipertensos.
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Por lo tanto, es necesario profundizar en estas investigaciones en
relacion con los efectos del entrenamiento de la fuerza sobre el
contenido de tisular y sistémico de GSH y GSSG con el fin de
comprender la respuesta a diferentes tipos de parametros de
entrenamiento de la fuerza.

En cuanto a los resultados de la funcion fisica, después de 16
semanas de la intervencion, tanto el grupo Al como el Ml mostraron un
rendimiento mejorado en todas las pruebas de funcion fisica, y esta
mejora no difirié significativamente entre las dos intensidades. Como
era de esperar, no observamos cambios en el rendimiento fisico en el
GC, excepto en el test de Arm Curl, en el cual este grupo mostré una
mejora significativa. Una posible explicacion para este resultado
inesperado, ademas del aprendizaje técnico del gesto motor, es que la
mera participacion en este estudio motivd subconscientemente a los
participantes del GC a mejorar, junto con la motivacién intrinseca de
querer producir un resultado mejor de lo que lograron en su medicién
inicial.

Las mejoras que observamos en las pruebas de fuerza
dinamica (Arm Curl y Chair Stand) fueron practicamente idénticas para
ambos grupos experimentales. Sin embargo, para el test de equilibrio
agilidad/dinamico (TUG), el grupo MI logré las mayores mejoras,
mientras que en la prueba de capacidad aerdbica (6MWT), el grupo Al
mostrd la mayor mejoria, que también alcanz6 significacion clinica (28
m) de acuerdo con el umbral previamente establecido de 24-54 m para
adultos mayores (294,295).

Las mejoras en el TUG para el grupo MI también fueron
clinicamente relevantes, de acuerdo con el umbral de 1.09 establecido
por Mangione, Miller y Naughton (296) después de que revisaron 12
estudios con un total de 691 participantes que realizaron un

entrenamiento progresivo de la fuerza.
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Nuestros resultados sobre la funcion fisica son consistentes
con estudios publicados anteriormente, sugiriendo que el
entrenamiento de la fuerza con alta intensidad es mejor que el
entrenamiento a bajas intensidades para los resultados motores donde
debe producirse de manera muy especifica o concreta una fuerza
direccionada pero puede no ser necesario para la mejora de resultados
gue buscan la funcionalidad o mejora de determinadas tareas motrices
esenciales en las labores cotidianas, donde las intensidades menores
pueden ser suficientes y adecuadas (297,298), especialmente cuando
los adultos mayores en cuestién no son fragiles y no presentan
comorbilidades relevantes (299).

Una posible explicacién para la falta de diferencia en los
resultados de capacidades funcionales es que puede existir un umbral
por encima del cual las ganancias de fuerza no conducen a mejoras
funcionales adicionales (300).

Otro argumento utilizado con frecuencia es que el volumen de
entrenamiento relativamente alto al entrenar con intensidades
moderadas (10-15 repeticiones) comparado con el necesario al
entrenar con altas intensidades (4-8 repeticiones) puede tener un
impacto considerable en la adaptacion cuando el nimero de series y
ejercicios es igual entre grupos (300), como fue el caso en el presente
estudio.

Ademas, de acuerdo con nuestros hallazgos, estudios previos
qgue utilizaron protocolos, métodos y dispositivos de entrenamiento
similares (223,224,301,302) también informaron mejoras en el
funcionamiento fisico en adultos mayores después de usar materiales
elasticos (278).

Los valores basales para las pruebas de funcion fisica en el

presente estudio fueron bajos en promedio en comparacién con los
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valores de referencia para mantener la independencia fisica a la edad
de nuestros participantes (218).

Especificamente, el grupo ALTO mostré un rango de valores
en las pruebas Chair Stand, 6BMWT y TUG equivalentes a los valores
de referencia para un grupo de edad de 80 a 84 afios, mientras que el
grupo MOD mostro6 resultados de Chair Stand y TUG equivalentes a
un grupo de edad de 85 a 89 afios de edad. El GC en realidad mostro
resultados que se acercaron mas a los valores de referencia para su
grupo de edad, excepto en la capacidad aerébica, donde los valores
fueron mas tipicos para las mujeres de 80-84 afios. Por el contrario,
después de completar el RTP, los valores de las pruebas de fuerza
dinamica de los miembros superiores e inferiores en ambos grupos
experimentales fueron equivalentes a los de las mujeres menores de
60 afios. Ademas, los resultados para los grupos ALTO y MOD para el
TUG y 6MWT al final del estudio fueron muy similares a los de sus
respectivos grupos de edad reales correspondientes. Dichas mejoras
son relevantes para los adultos mayores porque estan asociados con
una mejor calidad de vida e independencia funcional (303) asi como
un menor riesgo de muerte (304).

Finalmente, la presente investigacion tiene algunas
limitaciones que deben tenerse en cuenta al intentar extraer
conclusiones basadas en evidencia. Los resultados informados en este
experimento son especificos para mujeres mayores sanas; por lo tanto,
no deben extrapolarse a otras poblaciones. Ademas, el andlisis de
actividades de antioxidantes enddgenos como la catalasa, la
superoxido dismutasa y la enzima glutation peroxidasa podria haber
reflejado mejor la adaptacion del sistema antioxidante inducida por el
entrenamiento de resistencia en este contexto. Ademas, el pequefio
tamafio de muestra de los grupos fue otra limitacién. Finalmente, no

controlamos o evaluamos los niveles diarios de actividad fisica o la
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ingesta nutricional, aunque a nuestros sujetos se les solicitd que
mantuvieran sus actividades diarias regulares de vida durante todo el

periodo de estudio y que no cambiaran sus habitos nutricionales.
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VII. CONCLUSIONES

1. El andlisis de los niveles de antioxidantes en una poblacion
sana de edad comprendida entre los 18 a 40 afios, 41 a 60 y
61 a 90 afios demuestra la disminucién de las enzimas SOD,
Catalasa y GPx asi como el PAO de forma progresiva ,
existiendo diferencias significativas entre los tres grupos de

edad estudiados.

2. Los niveles del antioxidante GSH disminuyen progresivamente
y de forma proporcional con la edad de la poblacién mientras
que su producto de oxidacién GSSG vy la relacion GSSG/GSH
aumentan, siendo significativos los cambios encontrados al
comparar el grupo de mayor con el de menor edad. Lo que
demuestra un mayor grado de oxidacion sistémica en las
personas adultas mayores de 60 a 90 afios, comparado con

los adultos jovenes de 18 a 40 afios.

3. Los productos de peroxidacion lipidica MDA y F2-isoprostanos
también aumentan progresivamente a medida que se avanza
en edad con diferencias que solo son significativas al comparar

el grupo de 61 a 90 afios, con el de 18 a 40 afios.

4. La oxidacion de proteinas, cuantificado por la concentraciéon
sérica de grupos carbonilo experimenta un aumento
progresivo, con diferencia significativa entre los grupo de 61 a
90 afios y el de 18 a 40 afios.

5. A medida que transcurre la edad aumenta el grado de lesion

oxidativa del ADN medido por los niveles de 8-oxo-dG
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gendmico de las células mononucleares circulantes. Este
aumento se acompafa también de niveles progresivamente
més elevados de 8-oxo-dG tanto en el suero como en la orina
de los sujetos incluidos en el estudio, con diferencias
significativas entre los tres grupos de edad. Este resultado
sugiere que si bien existe un mayor grado de lesién del
material genético con la edad, la actividad de los sistemas de
reparacién se conserva en las personas mayores que no
presentan patologias ni comorbilidades asociadas al

envejecimiento.

Existe una correlacién estadisticamente significativa entre los
niveles en orina de F2-IP y 8-o0x0-dG, y ambos metabolitos
correlacionan significativamente con la concentracién
intracelular de GSH, y la relacién GSSG/GSH.

Los niveles de 8-oxo-dG en orina correlacionan negativamente
y de forma significativamente con la actividad intracelular de la

enzima GPx.

Los niveles de F2-IP y 8-0x0-dG eliminados por la orina asi
como las concentraciones intracelulares de GSH, GSSG,
relacion GSSG/GSH vy actividad GPx correlacionan con niveles
diferentes de significativa estadistica con la edad de los
sujetos estudiados y apuntan hacia su utilidad como

marcadores biolégicos del envejecimiento poblacional.

Nuestros resultados muestran que el programa de
entrenamiento de la fuerza con resistencia progresiva (bandas
elasticas) de 16 semanas en sesiones de ejercicio de dos

veces por semana, desarrollado con un caracter del esfuerzo
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10.

11.

12.

de 8-9 sobre 10 al final de cada serie y aplicado con una
intensidad o resistencia moderada para un total de 15
repeticiones puede mejorar el estrés oxidativo al disminuir el
dafio del ADN en mujeres mayores sanas. Sin embargo se
pudo observar el efecto contrario cuando un entrenamiento
similar de la fuerza (mismo tipo de ejercicios, velocidad de
ejecuciéon y caracter del esfuerzo) se desarrolla con una
intensidad més alta, es decir, mayor resistencia empleada para
un total de 6 repeticiones.

El entrenamiento de la fuerza con alta intensidad (6
repeticiones) induce una disminucion significativa en GSH,
mientras que los niveles de este antioxidante no se ven
afectados tras el ejercicio de fuerza de intensidad moderada
(15 repeticiones), lo que confirma mejores resultados en la

prevencion del estrés oxidativo.

Las mejoras en la funcion fisica observadas tras el periodo de
entrenamiento de la fuerza se producen independientemente
de la intensidad/resistencia empleada. Por lo tanto, la
implementacion de un protocolo de entrenamiento de la fuerza
con un nivel de intensidad moderado (15 repeticiones) puede
ser la mejor estrategia para reducir el dafio en el ADN y
conseguir una mayor independencia fisica de las mujeres

mayores.

Estos marcadores de estrés oxidativo pueden ser Utiles como
herramienta no invasiva y de bajo coste (ensayo de 8-oxo-dG
en orina) para valorar el estrés oxidativo y la dinapenia en
mujeres mayores, sabiendo, ademas, que los dispositivos

elasticos empleados para aplicar el entrenamiento de la fuerza
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también son sumamente de facil acceso y uso ademas de

econémicos.
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VIIl. ANEXOS

1. ANEXO I. Abreviaturas

Abreviatura
Ac-OGG1
ACR

ADN
ADNmt
ADNnN
AGPI

Al

AP-1

APE1
apurinica/apirimidinical

ARN
ARNmM
ATP

BHE

CG

CMNc
CoQ
CREA
CuzZnSOD
4-HNE

DNP

Significado

OGGL1 acetilada

acroleina— lisina

Acido desoxirribonucleico
ADN mitocondrial

ADN nuclear

Acidos grasos poliinsaturados
Alta Intensidad

Activador de proteina

endonucleasa

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Adenintrifosfato

Barrera hematoencefélica

Grupo Control

Células mononucleares circulantes
Coenzima Q

Creatinina

Superéxido dismutasa de Zn'y Cu
4-8 hidroxinonenal .

Dinitrofenilhidrazina
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DO
EC-SOD
EO

ER

ES

ETC

F2-1P
GGT
GLC
GOT
GPT
GPxs
GR
GS
G-6-PDH
GSH
GSSG
GSTs
GTP
HDL
HNE
H202:
HEL
INE
LDL

Dafio Oxidativo

Superoxido dismutasa extracelular
Estrés Oxidativo

Receptores de estrogenos
Tamafio del efecto (Effect Size)

Cadena de Transporte Electronico
mitocondrial

F2-Isoprostanos

Gamma glutamil transpeptidasa
Glucosa

Aspartato amino transferasa
Alanina amino transferasa
Glutation peroxidasas

GSH reductasa

Glutamina sintetasa
Glucosa-6-P deshidrogenasa
Glutation reducido

Glutation oxidado

Glutation S-transferasa
Guanosin Trifosfato
Lipoproteina de alta densidad
4-hidroxi-2-nonenal

Peroxido de hidrégeno

Aductos de hexanoil —lisina
Instituto Nacional de Estadistica

Lipoproteina de baja densidad
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LDLox
LDG
LOO*
LPO
LPS
LSD1
MDA
[(MDA (TBA).]
Ml
MnSOD
mtNOS
NADH
NADPH

NF-kB
Nrf2

NO

102

O
0GG1
‘OH
OMS
ONOO"
OH8dG
8-ox0-dG
8-0x0-dGo

LDL oxidadas

Genes determinantes de longevidad
Radical peroxilo

Productos de peroxidacion lipidica
Lipopolisacérido

Histona desmetilasa especifica lisina
Malonildialdehido

Acido MDA-tiobarbiturico

Moderada Intensidad

Superoéxido dismutasa de manganeso
Oxido nitrico sintasa mitocondrial
Nicotinamida adenina dinucleétido

Nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato

Factor transcripcién nuclear Kappa B
Factor 2 relacionado con el eritroide 2
Oxido nitrico

Oxigeno singlete

Radical aniénico superdxido
8-oxoguanina-DNA glicosilasa
Radical hidroxilo

Organizacion Mundial de la Salud
Peroxinitrito
8-hidroxi-2'-desoxiguanosina
8-0x0-7,8-dihidro-2'deoxiguanosina

8-hidroxiguanina
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8-0x0G

PAO

PBN

PC

PCRU

PG

Prxs

PT

REP

REST SETS
REST EXER
1RM

RONS

-ROCOH
ROS
RPE

r.p.e.

RT
RTP

SETS
SNC
-SH
SOD

8-oxo0-7,8-dihidroguanina

Capacidad antioxidante del plasma

N-terc-butil-alfa-fenilnitrona
Proteinas Carboniladas

Proteina C reactiva ultrasensible
Prostaglandina

Peroxidasas.

Proteinas totales

Repeticiones

Recuperacion activa entre series
Descanso entre ejercicios

Una repeticién maxima

Especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno

Hidroperéxidos
Especies Reactivas de Oxigeno
Tasa de esfuerzo percibido

Resonancia Paramagnética de
Electrones

Temperatura ambiente

Programa de entrenamiento de
resistencia

N° de series por ejercicio
Sistema nervioso central
Grupo tidlico o grupo sulfhidrilo

Superéxido dismutasas
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SPPB

-S-S-
TBA
Tbhooh
TC
TG
TMAO
Trx
TrxR
TUG
URE
VIH

Short Physical Performance Battery o
Test de Guralnik

Puente disulfuro

Acido tiobarbittrico
Tert-butil-hidroperéxido
Colesterol Total
Triglicéridos

N-6xido de trimetilamina
Tiorredoxinas
Tiorredoxina reductasa
Time-up-and-go

Urea

Virus de Inmunodeficiencia Humana
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2. ANEXO Il. CORRELACIONES ESTADISTICAS

2.1. CORRELACIONES 18 - 90 ANOS

EDAD B-0X0 150 OX0-0G CAT
COAD Correlacitn Pearsan 1 I.§73H IaE,zH S0 - 115
S, (unilateral) 00 00 AEH 06
M 130 102 102 120 120
-0 Correlacitn Pearsan ,E.]'Z\.1 " 1 ,SFSH JO1E A3z
Sag. [unilateral} a0 LS00 A35 JaGE
M 102 102 102 102 102
] Correlacitn Pearsan ,:-',:ﬁ]1 " ,STEH 1 J1a 050
S, (unilateral) Rali] et} i A7
B 102 102 102 102 102
Ox0-0G Correlacitn Pearsan - 0410 - 016 a9 1 A2
Sig. (unilateral} A58 M35 A5 A4
M 120 102 102 130 120
CAT Correlacitn Pearsan - 115 A3z R0 -013 1
Sig. (unilateral} A0E RiLE] 307 Add
M 120 102 102 120 120
GE5H Correlacion Pearsan -,35.9" -,n:l.!.Eu-lII -,:{-1.1-lII S5 SIS
Sig. (unilateral} a0 00 00 A34 A7E
M 130 102 102 120 120
G555 Correlaciton Pearsan A2z Ao? S0 - 075 - 121
S, [unilateral) LAz 43 241 208 ap
M 120 102 102 10 120
6556 _GSE Carrelackn Pearson 27| e 176 - 072 134
Sig. [unilateral} Riale] oo? 138 216 J73
M 120 102 102 120 120
GPY Correlacitn Pearsan -.aniu -._37-‘5“ll - 157 119 ,.2-1.1H
5ig. [unilateral} oo 000 JsT J1oE 004
B 130 102 102 120 120
00 Correlacitn Pearsan 55 151 - 020 JES - 023
S, [unilateral) A6 D4 AXs 22 A0
M 120 102 102 10 120
MDA Correlaciton Pearsan -,2-1.-.1" - 087 ,1?3. JGE ,232H
Sig. [unilateral} 004 Aol A1 As5 005
M 120 102 102 130 120
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GSH GSSG GSSG_GSH GPX SOD
EDAD Correlacion Pearson - ,122 ,217** -,401** ,055
Sig. (unilateral) ,000 ,092 ,009 ,000 ,276
N 120 120 120 120 120
8-0X0 Correlacién Pearson - ,107 ,244** -,375** ,051
Sig. (unilateral) ,000 ,143 ,007 ,000 ,304
N 102 102 102 102 102
1SO Correlacion Pearson - ,070 ,176* -,157 -,020
Sig. (unilateral) ,000 ,241 ,038 ,057 ,423
N 102 102 102 102 102
OX0-DG Correlacion Pearson ,015 -,075 -,072 ,119 ,065
Sig. (unilateral) ,434 ,208 ,216 ,098 ,242
N 120 120 120 120 120
CAT Correlaciéon Pearson ,086 -,121 -, 134 ,241** -,023
Sig. (unilateral) ,175 | ,094 ,073 ,004 ,400
N 120 120 120 120 120
GSH Correlacién Pearson 1 -,148 —,452** ,272** -,065
Sig. (unilateral) - ,053 ,000 ,001 ,240
N 120 120 120 120 120
GSSG Correlacién Pearson -148 | 1 ,934** -,114 ,187*
Sig. (unilateral) ,053 ,000 ,107 ,020
N 120 120 120 120 120
GSSG_GSH  Correlacion Pearson - ,934*’k 1 —,217** ,188*
Sig. (unilateral) ,000 | ,000 ,009 ,020
N 120 120 120 120 120
GPX Correlacién Pearson ,272* -,114 —,217** 1 -,038
Sig. (unilateral) ,001 | ,107 ,009 ,341
N 120 120 120 120 120
SOD Correlacién Pearson -,065 ,187* ,188* -,038 1
Sig. (unilateral) ,240 | ,020 ,020 ,341
N 120 120 120 120 120
MDA Correlacion Pearson ,182* -,291** -,336** ,086 -,197*
Sig. (unilateral) ,024 | ,001 ,000 ,176 ,015
N 120 120 120 120 120
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MDA
EDAD Correlacion de Pearson .,244**
Sig. (unilateral) ,004
N 120
8-0X0 Correlacién de Pearson -,087
Sig. (unilateral) ,191
N 102
I1SO Correlacién de Pearson ,173*
Sig. (unilateral) ,041
N 102
0X0-DG Correlacién de Pearson ,093
Sig. (unilateral) ,155
N 120
CAT Correlacion de Pearson ,232**
Sig. (unilateral) ,005
N 120
GSH Correlacion de Pearson ,182*
Sig. (unilateral) ,024
N 120
GSSG Correlacién de Pearson »,291**
Sig. (unilateral) ,001
N 120
GSSG_GSH Correlacién de Pearson »,336**
Sig. (unilateral) ,000
N 120
GPX Correlacion de Pearson ,086
Sig. (unilateral) ,176
N 120
SOD Correlacién de Pearson -,197*
Sig. (unilateral) ,015
N 120
MDA Correlacién de Pearson
Sig. (unilateral)
N 120

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (1 cola).
*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (1 cola).
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2.2. CORRELACIONES 18 - 40 ANOS

EDAD 8-0X0 ISO 0XO0-DG CAT
EDAD Correlacion Pearson 1 ,490*’l< ,_'-’,85’l< ,125 -,130
Sig. (unilateral) ,006 ,029 ,275 ,268
N 25 25 25 25 25
8-0X0 Correlacion Pearson ,49()** 1 ,080 ,181 ,013
Sig. (unilateral) ,006 ,351 ,194 ,475
N 25 25 25 25 25
1SO Correlacidon Pearson ,385* ,080 1 ,043 -,104
Sig. (unilateral) ,029 ,351 ,420 ,310
N 25 25 25 25 25
OX0-DG Correlacion Pearson ,125 ,181 ,043 1 -,006
Sig. (unilateral) ,275 ,194 ,420 ,489
N 25 25 25 25 25
CAT Correlacion Pearson -,130 ,013 -,104 -,006 1
Sig. (unilateral) ,268 ,A75 ,310 ,489
N 25 25 25 25 25
GSH Correlacion Pearson —,633** -,297 -,188 ,257 -,151
Sig. (unilateral) ,000 ,075 ,184 ,107 ,236
N 25 25 25 25 25
GSSG Correlacion Pearson ,199 ,086 ,164 ,050 -,169
Sig. (unilateral) ,170 ,342 ,216 ,407 ,210
N 25 25 25 25 25
GSSG_GSH  Correlacion Pearson ,334 ,157 ,200 -,032 -,135
Sig. (unilateral) ,051 ,227 ,169 ,439 ,260
N 25 25 25 25 25
GPX Correlacidon Pearson -,283 ,115 ,071 -,031 ,284
Sig. (unilateral) ,085 ,292 ,369 ,442 ,084
N 25 25 25 25 25
SOD Correlacion Pearson ,122 -,204 ,171 ,531** ,076
Sig. (unilateral) ,280 ,163 ,207 ,003 ,359
N 25 25 25 25 25
MDA Correlacion Pearson ,054 ,117 ,364* ,085 ,247
Sig. (unilateral) ,398 ,289 ,037 ,344 ,117
N 25 25 25 25 25
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GSH GSSG GSSG_GSH GPX SOD
EDAD Correlacion Pearson -,633** ,199 ,334 -,283 ,122
Sig. (unilateral) ,000 ,170 ,051 ,085 ,280
N 25 25 25 25 25
8-OXO Correlacion Pearson -,297 ,086 ,157 ,115 -,204
Sig. (unilateral) ,075 ,342 ,227 ,292 ,163
N 25 25 25 25 25
1SO Correlacion Pearson -,188 ,164 ,200 ,071 ,171
Sig. (unilateral) ,184 ,216 ,169 ,369 ,207
N 25 25 25 25 25
OXO- Correlacién Pearson ,257 ,050 -,032 -,031 ,531**
~ sig. (unilateral) 107 407 439 442 ,003
N 25 25 25 25 25
CAT Correlacién Pearson -,151 -,169 -,135 ,284 ,076
Sig. (unilateral) ,236 ,210 ,260 ,084 ,359
N 25 25 25 25 25
GSH Correlacién Pearson 1 -,260 -,493** ,049 ,147
Sig. (unilateral) ,104 ,006 ,408 ,242
N 25 25 25 25 25
GSSG Correlacién Pearson -,260 1 ,954** -,083 ,036
Sig. (unilateral) ,104 ,000 ,347 ,431
N 25 25 25 25 25
GSSG_  Correlacion Pearson .,493** ,954** 1 -,133 -,012
o Sig. (unilateral) ,006 ,000 ,262 ,477
N 25 25 25 25 25
GPX Correlacién Pearson ,049 -,083 -133 1 -,087
Sig. (unilateral) ,408 ,347 ,262 ,340
N 25 25 25 25 25
SOD Correlacion Pearson ,147 ,036 -,012 -,087 1
Sig. (unilateral) ,242 ,431 477 ,340
N 25 25 25 25 25
MDA Correlacién Pearson ,085 -,213 -,250 -,045 -,171
Sig. (unilateral) ,343 ,154 ,114 ,415 ,207
N 25 25 25 25 25

-273 -



Anexos

MDA
EDAD Correlacidn de Pearson ,054
Sig. (unilateral) ,398
N 25
8-0X0 Correlacién de Pearson 117
Sig. (unilateral) ,289
N 25
1SO Correlacidn de Pearson ,364*
Sig. (unilateral) ,037
N 25
0OX0-DG Correlacién de Pearson ,085
Sig. (unilateral) ,344
N 25
CAT Correlacion de Pearson ,247
Sig. (unilateral) ,117
N 25
GSH Correlacién de Pearson ,085
Sig. (unilateral) ,343
N 25
GSSG Correlacion de Pearson -,213
Sig. (unilateral) ,154
N 25
GSSG_GSH Correlacién de Pearson -,250
Sig. (unilateral) ,114
N 25
GPX Correlacion de Pearson -,045
Sig. (unilateral) ,415
N 25
SOD Correlacion de Pearson -,171
Sig. (unilateral) ,207
N 25
MDA Correlacion de Pearson 1
Sig. (unilateral)
N 25

**_La correlacién es significativa en el nivel 0,01 (1 cola).
*, La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (1 cola).

- 274 -



Anexos

2.3.CORRELACIONES 41 - 60 ANOS.

EDaD E-ON0 120 oxo-DE CAT
EDAD ! Correlacion Pearsan 1 ARG - 156 233 13
Sig. (unilateral) 238 A4 31 475
] 25 25 25 25 25
B-0M0 Correlacitn Pearsan As50 1 ,|112r -,].591 43
5ag. [unilateral} Q3R i 039 248
] 25 25 25 25 25
BO Correlacitn Pearsan - 256 ..I112. 1 JED 1949
. (unilateral} A0 aia JZE8 A3
B 25 25 25 25 25
OX0- 1+ Correlacitn Pearsan 231 -,359‘ JED JIBa
5ig. (unilateral} 131 039 ek 344
B 25 25 25 25 25
CAT Correlacitn Pearsan 013 43 g4 B4 1
Sig. [unilateral) AT5 243 A7 s
] 25 25 25 25 25
G5H Correlacitn Pearsan - 275 -,.21.13.1 - 174 020 ,Iﬂ.'-‘r
Sig. (unilateral} A2 02a 02 AE3 19
] 15 25 25 25 25
GESG | Correlacitn Pearsan -.330 - 217 084 A77 pirkl
Sig. (unilateral) 53 48 545 15849 353
B 25 25 25 25 25
GEEG | Correlacicn Pearsan -,233 -071 A7s 2323 - 143
Sig. (unilateral} A31 364 201 42 247
] 25 25 25 25 25
GRY Correlacitn Pearsan 151 JEE9 208 40 ,4I:lﬁr
Sig. (unilatersl} 235 081 074 253 022
] 15 25 25 25 25
00 Correlacitn Pearsan 96 154 255 A72 " -1
Sig. (unilateral) 73 232 Jdo0a 33 478
M 25 25 25 25 25
MDA | Correlacion Pearsan Rl =] 254 024 - 027
Sig. (unilateral) 335 B0 106 454 449
] 25 25 25 25 25
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GSH GSSG GSSG_GSH GPX SOD
EDAD Correlacién Pearson -,275 -,330 -,233 ,151 ,196
Sig. (unilateral) ,092 ,053 ,131 ,235 173
N 25 25 25 25 25
8- Correlacién Pearson _,413’k -,217 -,071 ,289 ,154
Sig. (unilateral) ,020 ,148 ,369 ,081 ,232
N 25 25 25 25 25
I1SO Correlacion Pearson -,174 ,084 ,175 ,298 ,255
Sig. (unilateral) ,202 ,345 ,201 ,074 ,109
N 25 25 25 25 25
OXO- Correlaciéon Pearson ,020 ,177 ,223 ,140 ,372*
Sig. (unilateral) ,463 ,199 ,142 ,253 ,033
N 25 25 25 25 25
CAT  Correlacién Pearson ,417* ,079 -,143 ,406* -,011
Sig. (unilateral) ,019 ,353 ,247 ,022 ,478
N 25 25 25 25 25
GSH  Correlacion Pearson 1 ,432* ,001 -,191 -,191
Sig. (unilateral) ,016 ,497 ,180 ,180
N 25 25 25 25 25
GSSG  Correlacion Pearson 432 1 897 ,012 ,291
Sig. (unilateral) ,016 ,000 ,478 ,079
N 25 25 25 25 25
GSSG  Correlacién Pearson ,001 ,897*’k 1 ,069 ,451*
Sig. (unilateral) ,497 ,000 ,372 ,012
N 25 25 25 25 25
GPX  Correlacién Pearson -,191 ,012 ,069 1 ,247
Sig. (unilateral) ,180 ,478 ,372 ,117
N 25 25 25 25 25
SOD  Correlacién Pearson -,191 ,291 ,451* ,247 1
Sig. (unilateral) ,180 ,079 ,012 ,117
N 25 25 25 25 25
MDA  Correlacién Pearson -,004 -,053 -,088 -,220 ,057
Sig. (unilateral) ,493 ,400 ,337 ,146 ,393
N 25 25 25 25 25
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MDA
EDAD Correlacién de Pearson ,089
Sig. (unilateral) ,335
N 25
8-0X0 Correlacién de Pearson ,064
Sig. (unilateral) ,380
N 25
1SO Correlacién de Pearson ,259
Sig. (unilateral) ,106
N 25
OXO0-DG Correlacién de Pearson ,024
Sig. (unilateral) ,454
N 25
CAT Correlacién de Pearson -,027
Sig. (unilateral) ,449
N 25
GSH Correlacién de Pearson -,004
Sig. (unilateral) ,493
N 25
GSSG Correlacién de Pearson -,053
Sig. (unilateral) ,400
N 25
GSSG_GSH Correlaciéon de Pearson -,088
Sig. (unilateral) ,337
N 25
GPX Correlacién de Pearson -,220
Sig. (unilateral) ,146
N 25
SOD Correlacién de Pearson ,057
Sig. (unilateral) ,393
N 25
MDA Correlacion de Pearson 1
Sig. (unilateral)
N 25

*

*%

. La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (1 cola).
. La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (1 cola).

- 277 -



Anexos

2.4. CORRELACIONES 61 — 90 ANOS

3
LDwD B-0X0 150 0x0-DE CAT
EDan Correlacion de Pearson i i1 X - 006 A7 - D&l
Sig. (unilateral) A0 480 B0 350
M 25 22 22 25 25
-0 Correlacion de Pearson 284 ] ,ISSEI" ,]E-dl. - D64
Sig. [unilatersl) 00 001 048 ik
M 22 22 22 22 22
ED Correlacion de Pearson -, 00 ,GSEI" ] 229 A1a
5ig. [unilateral) 4490 001 As5 i
M 22 22 22 22 22
OX0-0G Correlacicn de Pearson A76E _,3E,.:'|F 229 1 - 236
5ig. [unilateral) 00 048 53 A28
M 25 22 22 25 25
CAT Correlacicn de Pearson - 081 - 064 18 - 236 1
Sig. [unilateral) AED e B0 A28
M 25 22 22 25 25
GSH Correlacion de Pearson - 115 -,.1.}‘3.‘ -, 228 -,MD‘ 331
Sag. [unilateral) el 013 53 048 JEF
M 25 22 22 25 25
GE5G Correlacion de Pearson 80 - 178 -.201 - 168 -.207
Sig. (unilateral) a7 214 JABs 1L AED
M 25 22 22 25 25
GS5G_GE 1 Correlacion de Pearson 20 05 - 057 - 050 221
Sig. (unilateral) il 489 401 JF50 145
M 25 22 22 25 25
QP Correlacion de Pearson -137 -_,Sl:l]” -,-1.591 -.201 00l
g, [unilateral) iy 009 016 67 4949
M 25 22 22 25 25
0D Correlacicn de Pearson 246 22 250 25 - 09
Sig. [unilateral) 075 a3z 31 e 371
M 25 22 22 25 25
MDA Correlacicn de Pearson -,516“ -,322 - 338 gl - 177
Sig. [unilatersl) 03 072 JOE2 18D 193
M 25 22 22 25 25
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GSH GSSG GSSG_GSH GPX SOD
EDAD Correlacion de Pearson -,115 ,280 ,320 -,137 ,296
Sig. (unilateral) ,293 ,087 ,059 ,257 ,075
N 25 25 25 25 25
8-0X0 Correlacion de Pearson -,473* -,178 ,006 -,503** ,322
Sig. (unilateral) ,013 ,214 ,489 ,009 ,072
N 22 22 22 22 22
1SO Correlacion de Pearson -,229 -,201 -,057 -,459* ,250
Sig. (unilateral) ,153 ,185 ,401 ,016 ,131
N 22 22 22 22 22
OXO-DG  Correlacion de Pearson -,340* -,168 -,059 -,201 ,125
Sig. (unilateral) ,048 ,211 ,390 ,167 ,277
N 25 25 25 25 25
CAT Correlacién de Pearson ,331 -,207 -,221 ,001 -,069
Sig. (unilateral) ,053 ,160 ,145 ,499 ,371
N 25 25 25 25 25
GSH Correlacion de Pearson 1 -,087 -,370* ,415* -,272
Sig. (unilateral) ,340 ,034 ,020 ,094
N 25 25 25 25 25
GSSG Correlacién de Pearson -,087 1 ,947** -,052 ,174
Sig. (unilateral) ,340 ,000 ,402 ,203
N 25 25 25 25 25
GSSG_G  Correlacion de Pearson -,370* ,947** 1 -,191 ,269
N Sig. (unilateral) 034 ,000 ,180 ,097
N 25 25 25 25 25
GPX Correlacién de Pearson ,415)k -,052 -,191 1 -,167
Sig. (unilateral) ,020 ,402 ,180 ,213
N 25 25 25 25 25
SOD Correlacion de Pearson -,272 ,174 ,269 -,167 1
Sig. (unilateral) ,094 ,203 ,097 ,213
N 25 25 25 25 25
MDA Correlacién de Pearson ,100 —,348* —,410ik ,184 -,234
Sig. (unilateral) ,317 ,044 ,021 ,189 ,130
N 25 25 25 25 25
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MDA
EDAD Correlacién de Pearson -,526**
Sig. (unilateral) ,003
N 25
8-0X0 Correlacién de Pearson -,322
Sig. (unilateral) ,072
N 22
I1SO Correlacién de Pearson -,338
Sig. (unilateral) ,062
N 22
OXO-DG Correlacién de Pearson ,191
Sig. (unilateral) ,180
N 25
CAT Correlacién de Pearson -,177
Sig. (unilateral) ,199
N 25
GSH Correlacion de Pearson ,100
Sig. (unilateral) ,317
N 25
GSSG Correlacién de Pearson _,348)k
Sig. (unilateral) ,044
N 25
GSSG_GSH Correlacion de Pearson -’410*
Sig. (unilateral) ,021
N 25
GPX Correlacion de Pearson ,184
Sig. (unilateral) ,189
N 25
SOD Correlacién de Pearson -,234
Sig. (unilateral) ,130
N 25
MDA Correlacion de Pearson 1
Sig. (unilateral)
N 25

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (1 cola).

*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (1 cola).
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3. ANEXO llIl. DIVULGACION CIENTIFICA PROCEDENTE DE ESTE
ESTUDIO.
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