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RESUM

RESUM

El procés d’envelliment causa nombrosos canvis a 'organisme a tots els nivells d’organitzacié biologica
(molecular, cel-lular, organica i sistémica), redueix les capacitats funcionals maximes i I’lhomeostasi, i
augmenta la probabilitat de desenvolupar malalties degeneratives. Tots aquests canvis tenen
probablement el seu origen en un nombre petit de causes, que operen continuament al llarg de tota la
vida 1 que a dia d’avui encara no es coneixen al 100 %, pero sembla que Pestrés oxidatiu hi juga un
paper molt important. Les perdues cognitives i psicomotores sén manifestacions comuns del procés
d’envelliment del sistema nervids, no obstant aixo, I'inici i severitat d’aquestes perdues semblen ser
relativament independents una de I’altra, suggerint que diferents regions del sistema nervids envelleixen

a diferents graus possiblement degut a 'existéncia d’una vulnerabilitat neuronal regié-dependent.

En aquest sentit, la present tesi s’ha dissenyat amb I'objectiu de: i) definir les bases moleculars de la
vulnerabilitat neuronal selectiva a I'estres oxidatiu en regions especifiques del sistema nervids central
(SNC) huma; ii) determinar I'efecte de I'envelliment del SNC huma; i iii) avaluar el mecanisme d’accié
de la restriccié de metionina en el SNC de rata, com a intervencié nutricional que redueix lestres
oxidatiu 1 el grau d’envelliment. Per aixo s’han realitzat diferents estudis d’avaluacié de: a) la
vulnerabilitat estructural a 'estrés oxidatiu mitjancant una analisi de la susceptibilitat a la lesié oxidativa
i el grau de lesié dels components estructurals que es tradueix en I'analisi d’acids grassos de membrana,
Panalisi de I’estat basal de la lesi6 oxidativa, glico- i lipoxidativa de proteines i I’analisi metabolomic del
metabolisme bioenergetic, del metabolisme de la serina, glicina i treonina i del metabolisme d’un
carboni; b) la vulnerabilitat funcional a 'estres oxidatiu mitjancant I’analisi de factors associats a la
funcié mitocondrial i a factors de resistencia a estres i supervivencia cel-lular; i ¢) la resposta adaptativa

a nivell cerebral induida per la restriccié en metionina en rates envellides.

Els resultats obtinguts mostren Pexistencia d’una vulnerabilitat neuronal selectiva en les diferents
regions del SNC huma. Dins d’aquestes caracteristiques regié-especifiques, en linies generals, s’observa
que 'escorga frontal és la regié que presenta un perfil metabolomic 1 molecular més diferencial a la resta
de regions que conformen el SNC huma. Aix{ mateix, el seu procés d’envelliment indueix un augment
de la lesi6 oxidativa amb l'edat, especialment a partir dels 60 anys, aixi com una resposta adaptativa
dirigida a mantenir la supervivencia neuronal. En aquest sentit hem observat que la restriccié de

metionina reverteix parcialment el canvi induit per envelliment en un model animal experimental.
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RESUMEN

El proceso de envejecimiento causa numerosos cambios en el organismo a todos los niveles de
organizaciéon biolégica (molecular, celular, organica y sistémica), reduce las capacidades funcionales
maximas y la homeostasis, y aumenta la probabilidad de desarrollar enfermedades degenerativas. Todos
estos cambios tienen probablemente su origen en un numero pequefio de causas, que operan
continuamente a lo largo de toda la vida y que a dia de hoy todavia no se conocen al 100 %, pero parece
que el estrés oxidativo juega un papel muy importante. Pérdidas cognitivas y psicomotoras son
manifestaciones comunes del proceso de envejecimiento del sistema nervioso, sin embargo, el inicio y
la severidad de tales pérdidas parecen ser relativamente independientes una de la otra, sugiriendo que
diferentes regiones del sistema nervioso envejecen a diferentes grados posiblemente debido a la

existencia de una vulnerabilidad neuronal regién-dependiente.

En este sentido, la presente tesis se ha disefiado con el objetivo de: i) definir las bases moleculares de la
vulnerabilidad neuronal selectiva al estrés oxidativo en regiones especificas del sistema nervioso central
(SNC) humano; ii) determinar el efecto del envejecimiento del SNC humano; y iii) evaluar el
mecanismo de accion de la restriccién de metionina en el SNC de rata, como intervencién nutricional
que reduce el estrés oxidativo y la tasa de envejecimiento. Para ello se han realizado diferentes estudios
de evaluaciéon de: a) la vulnerabilidad estructural al estrés oxidativo mediante un analisis de la
susceptibilidad a la lesién oxidativa y el grado de lesion de los componentes estructurales que se traduce
en el andlisis de acidos grasos de membrana, el analisis del estado basal de la lesiéon oxidativa, glico- y
lipoxidativa de proteinas y el analisis metabolémico del metabolismo bioenergético, del metabolismo de
la serina, glicina y treonina y del metabolismo de un carbono; b) la vulnerabilidad funcional al estrés
oxidativo mediante el andlisis de factores asociados a la funcién mitocondrial y factores de resistencia a
estrés y supervivencia celular; y c) la respuesta adaptativa a nivel cerebral inducida por la restriccién en

metionina en ratas envejecidas.

Los resultados obtenidos muestran la existencia de una vulnerabilidad neuronal selectiva en las
diferentes regiones del SNC humano. Dentro de estas caracteristicas regién-especificas, en lineas
generales, se observa que la corteza frontal es la regiéon que presenta un perfil metabolémico y
molecular mas diferencial al resto de regiones que conforman el SNC humano. Asi mismo, su proceso
de envejecimiento induce un aumento de la lesién oxidativa con la edad, especialmente a partir de los
60 afios, asi como una respuesta adaptativa dirigida a mantener la supervivencia neuronal. En este
sentido hemos observado que la restricciéon de metionina revierte parcialmente el cambio inducido por

el envejeciemiento en un modelo animal experimental.
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ABSTRACT

The aging process causes numerous changes in the organism at all levels of biological organization
(molecular, cellular, organic and systemic), reduced the maximum functional capabilities and
homeostasis, and increases the probability of developing degenerative diseases. All these changes are
likely to originate from a small number of causes, operating continuously throughout life span and
without knowning all mechanism, however it seems that oxidative stress plays an important role. Losses
in cognition and psychomotor functions are common manifestations in mammals, however, the onset
and severity of such casualities seem to be relatively independent of each other, suggesting that
different regions of the nervous system may undergo aging at different rates likely due to the existence

of a region-dependent selective neuronal vulnerability.

In this sense, this thesis has been designed with the aim of: i) provide insights into the molecular basis
of the selective neuronal vulnerability to oxidative stress in specific regions of the human central
nervous system (CNS); i) to determine the effect of aging in the human CNS; and iii) to evaluate the
mechanism of action of methionine restriction in rat CNS, as nutritional intervention that decreases
oxidative stress and aging rate. Thus, it will be evaluated: a) the structural vulnerability to oxidative
stress by analysing the susceptibility and the degree of oxidative damage of the structural components
trough the lipidomic analysis of membrane fatty acids, the steady-state levels of protein oxidative,
glyco- and lipoxidative damage, and the metabolomic analysis of intermediates from energy
metabolism, serine, threonine and glycine metabolism and one-carbon metabolism; b) the functional
vulnerability to oxidative stress by the analysis of the mitochondrial function-associated factor and
stress resistance and cell survival factors; c) the brain adaptive response to a methionine restriction in

aged rats.

The results show the existence of a selective neuronal vulnerability in different regions of the human
CNS. In general, it is observed that the frontal cortex, within these region-specific features, is the region
that has specific metabolomic and molecular hallmark comparing to all the other regions that comprise
the human CNS. Furthermore, their intrinsic aging process leads to increased oxidative damage with
age, especially after 60 years, as well as an adaptive response aimed at maintaining neuronal survival.
Methionine restriction partially reversed the change induced due to aging in an experimental animal

model.
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8-0x0dG 8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina

AA Acid araquidonic

ACAA De Pangles, acetyl-Co.A C-acyltransferase

ACOX De Iangles, acy/-CoA oxidase

ADN Acid desoxiribonucleic

AGE Productes finals de glicoxidacié avancada; de angles, advanced glycoxidation end-products
AGI Acids grassos insaturats

AGMI Acids grassos monoinsaturats

AGS Acids grassos saturats

AGPI Acids grassos poliinsaturats

AHAV Acid 5-hidroxi-2-aminovaléric

AHAC Acid 6-hidroxi-2-aminocaproic

AIF Factor inductor d’apoptosis; de I'angles, apoptosis inducing factor

AKT Protein kinase B

ALEs Productes finals de lipoxidacié avancada; de 'angles, advanced lipoxidation end-products
ANOVA Analisi de variancia; de Pangles, analysis of variance

ATP Trifosfat d’adenosina; de angles, adenosine triphosphate

BDNF De Iangles, brain-derived nenrotrophic factor

BHMT De Iangles, betaine-homocysteine methyltransferase

BHT 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol

BSA Albumina serica bovina; de Pangles, bovine sernm albumin

cDNA Acid desoxiribonucleic complementari; de I'anglés, complementary deoxyribonucleic acid
CEL NE-(carboxietil)-D, -lisina

CL Cardiolipina

CMC S-(carboximetil)-cisteina

CML N®-(carboximetil)-lisina

CMRglc De Iangles, cerebral metabolic rate of glucose

COX Ciclooxigenases

CYP450 Citocrom P450

DBP De Iangles, D-bifunctional protein

DHA Acid docosahexaenoic; de Pangles, docosabexaenoic acid

DMS Diferéncia minima significativa

DNA Acid desoxitibonucleic; de Pangles, deoxyribonucleic acid

DTPAC Acid dietilenetriaminopentaacetic; de 'angles, dethyl-triamine-penta acetic acid
EDTA Acid etilendiamintetraacétic; de Ianglés, ezhylenediamine-tetraacetic acid
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ELOVL
EETSs

EPA

ESI
FAD/FADH,
FADS

FAME

FAS

FoxO

GAM

GC/MS

GFAP
GPx
GPx4
GSH
HETEs
HHE
HMDB
HNE
IDE
IGF-1
1P

IUPAC-
IUBMB

LC ESI-QQQ
MS/MS

LC ESI-QTOF
MS/MS

Im
LMC
LOX
LTB
LXA

MDA
MDAL

De Iangles, elongation of very-long-chain fatty acids

Epoxigenases; de I'anglés, epoxyeicosatrienoic acids

Acid eicosapentaenoic; de anglés, eicosapentanoic acid

De Pangles, electrospray ionigation

Flavina adenina dinucleotid

De Iangles, fatty acid desaturation

De Iangles, fatty acid methyl esters

Acid gras sintetasa; de Panglés, fatty acid synthase

De Pangles, forkbead Box Protein O

Model additiu generalitzat; de I'angles, generalized additive model

Cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses; de langles, gas
chromatography-mass spectometry

De Iangles, glial fibrillary acidic protein

Glutati6 peroxidasa

De Iangles, phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidasa
Glutatié

Hidroxieicosatrienoics; de I'angles, hydroxyeicosatetraenoic acids
4-hidroxi-2-hexenal

Base de dades del metaboloma huma; de 'angles, #he Human Metabolome Database
4-hidroxi-2-nonenal

Index de dobles enllacos

De Pangles, insulin-like growth factor-1

Index de peroxidabilitat

De Panglées, the international union of pure and applied chemists and the international union of
biochemistry and molecular biology

Cromatografia liquida amb ionitzacié per electroesprai acoblada a un triple quadrupol
amb deteccié per espectrometria de masses; de angles, lguid chromatography with
electrospray ionitzation coupled to triple quadrupole mass spectrometry

Cromatografia liquida amb ionitzacié per electroesprai acoblada a un quadrupol de
temps de vol amb deteccié per espectrometria de masses; de langles, /Zguid
chromatography with electrospray ionitzation coupled to quadrupole time-of-flight mass spectrometry

Model lineal; de I'angles, Zneal model
Longitud mitjana de la cadena
Lipoxigenases

Leucotriens B

Lipoxines; de I’angles, /ipoxin
massa/carrega

Malondialdehid

NE¢-malondialdehid-lisina
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MRM
mRNA
mTOR
NAD+/NADH
NADP+
Nrf2
ONE
PC

PCA
PCR

PE

PET

PG
PGC-1a
PGE;

PI
PI3K/PKB
PLA2
PLS-DA
PPARs
PS

RC

RCS
REST
RIN
RMet
RNA
ROS

RP

RT
SAAA
SAG
SAH
SAM
SCP
SDS
SIM

De I'angles, 3-(IN-morpholino)propanesulfonic acid

De Pangles, multiple reaction monitoring

Acid ribonucleic missatger; de Panglés, messenger ribonncleic acid
De Pangles, mammalian target of rapamycin

Nicotinamida adenina dinucleotid

Nicotinamida adenina dinucleotid fosfat oxidasa

Factor nuclear ND-E2); de 'anglés, nuclear factor erythroid 2-related factor 2
4-oxo-2-nonenal

De Iangles, phosphatidylcholine

De Iangles, principal component analysis

De Iangles, polymerase chain reaction

De Iangles, phosphatidylethanolamine

De I'angles, positron emission tomography

Prostaglandines

De Tangles, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
Prostaglandines pro-inflamatories Eo

De Iangles, phosphatidylinosito!

De Iangles, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase and protein kinase B
Fosfolipasa Az; de Pangles, phospholipase A2

De Iangles, partial-least-square discriminant analyses

De Iangles, peroxisome proliferator activated receptors

De Iangles, phosphatidylserine

Restriccid calérica

HEspecies carboniliques; de Pangles, reactive carbony! species

De I'angles, RET silencing transcription factor

De I'angles, RINA zntegrity number

Restriccié de metionina

Acid ribonucleic; de Panglés, messenger ribonucleic acid

HEspeécies reactives d’oxigen; de 'angles, reactive oxygen species
Restriccié proteica

Retrotranscripcid; de angles, reverse transeriptase

Semialdehid amino-adipic

Semialdehid glutamic

S-adenosil-homocisteina

S-adenosil-metionina

De Iangles, sterol carrier protein

Dodecil-sulfat de sodi; de Pangles, sodium dodecy! sulfate

Monotoritzacié de ions especifics seleccionats; de 'anglés, selected ion monitoring
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SIRT1 Sirtuina-1 deacetilasa dependent de NAD

SNC Sistema nerviés central

SOD Superoxid dismutasa

SREBP De Tangles, sterol regulatory element-binding protein

TFAME Trifluoroacetic metil esters; de Panglés, #rifluoroacetyl methyl ester

THF Tetrahidrofolat

TR Temps de retencid

TRIS Tris(hidroximetil)aminometa

TXB Tromboxans B

UCPs Proteina desacopladora; de Panglés, wncoupling protein

UPLC Cromatografia liquida d’ultra alta resolucid; de langles, witra performance liguid
chromatography

VLCFA De Iangles, very long chain fatty acids
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1. INTRODUCCIO

L’envelliment de la poblacié mundial - en els paisos desenvolupats i en vies de desenvolupament - és un
indicador de la millora en la salut en el moén. Les projeccions demografiques dibuixen un escenari pel
2050 en el m6n amb més de 2.000 milions de persones de més de 60 anys i una expectativa de vida en
el moment del naixement de més de 80 anys (Hatper, 2014). Aquest exit de la societat és deu molt
especialment als avencos de la medicina, no obstant aixo, aquest fet és un repte sociosanitari, ja que

amb 'edat augmenta la freqiiencia de malalties metaboliques 1 degeneratives.

Tot i que el procés d’envelliment ha intrigat als cientifics i ciutadans durant segles i mil-lennis, no ha
estat fins fa relativament poc que s’ha convertit en una qiiestié cientifica de primera magnitud, amb la
idea d’aconseguir viure, sind més, si amb la millor qualitat de vida possible. El procés d’envelliment
causa nombrosos canvis a 'organisme a tots els nivells d’organitzacié biologica (molecular, cel-lular,
organica i sistemica), redueix les capacitats funcionals maximes i ’homeostasi, 1 augmenta la probabilitat
de desenvolupar malalties degeneratives i finalment la mort. Tots aquests canvis tenen probablement el
seu origen en un nombre petit de causes, que operen continuament al llarg de tota la vida 1 que a dia
d’avui encara no es coneixen al 100 %, perd sembla que lestres oxidatiu hi juga un paper molt

important.

Un dels sistemes més afectats en I'envelliment és el Sistema Nervios Central (SNC). Aquest envelliment
cerebral és el principal factor de risc de diverses malalties neurodegeneratives relacionades amb I’edat
que en aquests darrers anys han pres una rellevancia molt important degut al seu creixement
exponencial. Una de les malalties d’afectacié cerebral amb més incidéncia en I’actualitat és I’Alzheimer.
Aquesta malaltia afecta a dia d’avui a 44 milions de persones a tot el mén, i s’espera el seu creixement
fins a 135 milions de persones al 2050 (Prince et al., 2013), fet que la convertira en una de les malalties

més importants del segle XXI.

El SNC huma, constituit per Pencefal 1 la medul-la espinal, engloba al voltant de 100 mil milions de
neurones encarregades de realitzar una amplia gamma de funcions motores, sensorials, reguladores,
conductuals 1 cognitives. Totes aquestes funcions sén producte d’activitats moleculars que succeeixen
en les cel'lules nervioses, 1 que depenen de la complexa organitzacié de grups de poblacions neuronals

compostes, al seu torn, d'una diversitat de cel'lules no neuronals.

Les neurones del SNC es diferencien morfologicament en grandaria, nombre de dendrites, complexitat
de I'arbre dendritic, nombre i tipus de connexions sinaptiques, longitud axonal, i el grau de mielinitzacié

axonal entre altres caracteristiques cel'lulars i subcel-lulars. A més, des d’un punt de vista fisiologic, la
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diversitat neuronal és significativament expressada per lespecificitat quimica que confereixen els
neurotransmissors utilitzats per a la transmissié quimica i la neuromodulacio, aixi com per les propietats
electriques. Aquesta diversitat estructural i funcional suggereix que, tot 1 que totes les neurones tenen un

codi genetic idéntic, cada tipus neuronal té el seu propi petfil d’expressié genomica.

De fet, dels 20.000 gens estudiats en I’ Alen Brain Atlas project, aproximadament el 80 % d’aquests gens
mostren alguna expressié cel'lular en el cervell, amb la majoria dels gens expressats en un nombre
relativament petit de cél-lules. Especificament, el 70,5 % dels gens s’expressen en menys d’un 20 % de
les cél'lules totals. D’altra banda, els gens que s’expressen en un major nombre de cél-lules sén els
relacionats amb el metabolisme cel'lular (Hawrylycz et al., 2012; Lein et al., 2007). El perfil genomic
neuronal configura un patrd transcriptomic i protedmic que, al seu torn, s'expressa i es tradueix en un
perfil metabolomic especific de neurona. Conseglientment, el perfil de metabolits pot ser utilitzat no
solament com una font de potencials marcadors en la practica clinica, siné també com una aproximacié
generadora d’hipotesis que podrien ajudar a entendre I'envelliment i la neurodegeneracié (Jové et al.,

2014; Naudi et al., 2015; Patti et al., 2012).

En aquest escenari de diversitat cel'lular emergeix el concepte de vulnerabilitat neuronal selectiva que es
refereix a la diferent sensibilitat de les poblacions neuronals en el SNC enfront als factors que causen
dany o mort cel'lular i condueixen a envelliment i la neurodegeneracié (Jové et al., 2014; Mattson and
Magnus, 2006; Wang and Michaelis, 2010). El fet que regions especifiques del sistema nervids mostrin
vulnerabilitats diferencials a diferents malalties neurodegeneratives és un reflex de P'especificitat tant de
etiologia de cada malaltia com de la heterogencitat de les respostes neuronals en processos de dany
cel-lular associats a cada malaltia (Martinez et al., 2010). Es a dir, I'aparicié del concepte de
vulnerabilitat neuronal selectiva no es limita a les diferéncies regionals del SNC, siné que la
vulnerabilitat neuronal selectiva també es manifesta com a diferencies internes de les regions, les quals
tenen diferents sensibilitats a I’estres i a les malalties (Jové et al., 2014; Martinez et al., 2010; Naudf et al.,

2015; Wang and Michaelis, 2010).

Aixi doncs, P'objectiu d’aquesta tesis doctoral és investigar el laberint de les bases moleculars que
caracteritzen la vulnerabilitat neuronal selectiva en el SNC, els seus canvis dependents de I'edat i la
possibilitat de modular-los, ja que pot ser clau per endarrerir aquest procés i reduir significativament la

incideéncia de les malalties neurodegeneratives.
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2. METABOLISME ENERGETIC I ESTRES OXIDATIU

L’evoluci6 en Ids de 'oxigen per a una produccié energetica més eficient va representat una innovacié
evolutiva transcendental, 1 una for¢a motriu per a I'evolucié dels organismes complexes que exigien
canvis adaptatius en els sistemes estructurals i funcionals (Dowling and Simmons, 2009; Embley and
Martin, 2006; Lane, 2002; McCotd, 2000; Pamplona and Costantini, 2011). Les reaccions de tipus redox
vinculades amb I'Gs de 'oxigen sén les responsables de la produccié d’especies reactives, que poden
actuar com a segons missatgers en les xarxes de transduccions de senyals. Aquestes especies reactives
tenen funcions claus en condicions fisiologiques. Tanmateix, les espécies reactives també poden tenir
efectes perjudicials causats per la modificacié quimica de components cel-lulars (Dowling and
Simmons, 2009; Halliwell and Gutteridge, 2007; Pamplona and Costantini, 2011). Com a conseqiiencia,
la vida aerobica ha requerit I'aparicié i seleccié de sistemes de defensa antioxidants (Halliwell, 1999), i
consegiientment s’han seleccionat i incorporat a nivell cellular una gran diversitat de defenses
antioxidants estructurals i moleculars (Pamplona and Costantini, 2011). En aquest sentit, totes les

evidencies indiquen que P'aparicié i I'evolucié del SNC sén paral-leles a I'evolucié fisiologica.

L’evolucié humana es caracteritza per la rapida expansi6 de la grandaria del cervell i un elevat augment
de les capacitats cognitives, fet que ha donat lloc a les uniques i complexes habilitats cognitives dels
éssers humans. Aquesta evolucié sempre s’ha relacionat amb els canvis en el metabolisme del cervell,
particularment vinculats a un increment de la demanda energética (Fu et al,, 2011; Somel et al., 2013).
De fet, els cervells grans, amb referéncia a I'esperat per la mida corporal de 'animal, sén un dels organs
metabolicament més costosos integrats per les cel-lules amb més demanda energetica -les neurones-.
En els humans, aproximadament el 20 % de Ienergia total és utilitzada en el cervell, mentre que si ho
comparem amb el consum cerebral energetic dels simis (de I'11 al 13 %) i d’altres especies de mamifers
(del 2 al 8 %), s’observa la sorprenent evolucié humana en la complexitat del SNC (Aiello and Wheeler,
1995; Mink et al., 1981). Aquest augment de la demanda metabolica esta associada a una elevada
expressio de gens implicats en les funcions neuronals 1 en el metabolisme energetic, fet que porta a
perfils metabolics especifics (Fu et al, 2011; Somel et al., 2013). Aix{ doncs, tot i que les vies
metaboliques imprescindibles per al funcionament cerebral (per exemple, metabolisme energetic,
sintesis 1 degradacié de neurotransmissors i biosintesis de proteines i lipids) sén altament conservades a
través de diversos taxons, algunes troballes suggereixen que el metabolisme cerebral pot haver

experimentat canvis adaptatius (Jové et al., 2014).

Una conseqliencia d’aixo és la vulnerabilitat de les neurones als canvis en ’homeostasi energetica i a
Pestrés oxidatiu. En les neurones, aproximadament entre el 85 i el 90 % de l'oxigen cel-lular és

consumit per les mitocondries per tal de produir energia mitjancant la fosforilacié oxidativa. La
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utilitzacié d’equivalents metabolics com la nicotinamida adenina dinucleotid (NADH) i la flavina
adenina dinucledtd (FADHy), produits en el cicle de Krebs, en la B-oxidacié dels acids grassos i en el
catabolisme d’aminoacids com a substrats per a diferents components de la cadena de transport
electronic, permeten la transferéncia electronica i la posterior obtencié de molecules d’adenosina

trifosfat (ATP; de angles, adenosine triphosphate) (Figura 1).

Figura 1. Esquema de la cadena de transport electronic. Esta formada principalment per quatre complexes amb

diferents subunitats: | (NADH deshidrogenasa), Il (Succinat deshidrogenasa), 1l (Ubiquinol-citocrom ¢
oxidoreductasa) i IV (Citocrom c oxidasa). Dos transportadors electronics: coenzim Q, transporta electrons des
del complex lill al lll, i el citocrom c els transporta del complex Il al IV, on els electrons es combinen amb I'oxigen

per formar aigua. L’energia alliberada pel transport d’electrons s’utilitza per bombejar protons, creant aixi un
gradient de protons que possibilita la generacié d’ATP pel complex V (ATP sintasa) (Lenaz, 2012). MMI: Membrana
mitocondrial interna; C: Complex respiratori; Q: Coenzim Q; QH2: ubiquinol; CitC: Citocrom C.

Un important efecte secundari de la produccié d’ATP és la formaci6 de les especies reactives. I és que
les especies reactives —radicals lliures i substancies electrofiles- amb capacitat per modificar els constituents
cel'lulars —proteines, acids nucleics, lipids i carbohidrats- sén generades continuament durant els processos
metabolics normals. En molts casos, les espécies reactives generades inicialment converteixen determinats
constituents cel-lulars en especies reactives de segona generacié també amb capacitat per induir dany,

expandint i amplificant la lesi6 inicial (Naudi et al., 2009).

2.1. Especies reactives de primera i segona generacio

La majoria de les espécies reactives denominades radicals lliures, o de primera generacid, sén produides
inevitablement com a conseqiiencia de la nostra existencia en un ambient aerobic. Un radical lliure és

un atom o molécula amb existéncia independent i efimera que conté un o més electrons desaparellats
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en el seu orbital més extern, fet que li confereix una gran inestabilitat, reactivitat i capacitat potencial
per modificar quimicament qualsevol macromolécula biologica. Aixi doncs, la utilitzacié de I'oxigen per
a la produccié d’energia ens col-loca en situaci6 de risc a causa de la generacié d’oxidants reactius que
s6n productes derivats de la reduccié de oxigen. Entre ells destaquen tres espeécies reactives de 'oxigen
(ROS; de angles, reactive oxygen species): el radical superoxid, el radical hidroxil altament reactiu i el no-
radical peroxid d’hidrogen. Altres ROS, rellevants en termes biologics i especialment a nivell del SNC
s6n el radical peroxil, I'oxid nitric 1 derivats (per exemple, peroxinitrit) 1 'oxigen singlet (Halliwell and
Gutteridge, 2007). Els ROS poden generar-se en llocs 1 condicions diverses com a resultat de P'activitat
de multiples sistemes enzimatics. No obstant aixo, en condicions fisiologiques la majoria dels ROS
tenen com a principal font de produccié els complexes I i III de la cadena de transport electronic
mitocondrial (Batja, 2004, 1999; Pamplona and Barja, 2006). Especialment, el complex 1 és el generador
més determinant de ROS en les mitocondries de cel-lules sanes i sembla ser que, dins de la mitocondria,

els llocs d’uni6 per a NADH i per a la quinona sén els principals llocs de produccié de radicals (Batja,

2013; Hirst et al., 2008).

Existeixen pero, diferents mecanismes fisiologics que poden influir en la major o menor produccié
mitocondrial de ROS. El grau de reduccié electronic dels portadors de la cadena de transport, la pressio
parcial de I'oxigen en la mitocondria, la regulacié de les proteines UCPs (de anglés, wncoupling protein) i
les modificacions postraduccionals en sén un exemple (Pamplona and Costantini, 2011). En una
situacié d’alt consum d’oxigen, la cadena de transport funciona rapid, els portadors electronics no es
troben molt temps en estat reduit i la reduccié de oxigen és rapida i en abundancia, fet que fa que sigui
baixa la concentracié d’oxigen molecular en la mitocondria i el grau de reduccié dels portadors. Aixi
doncs, aquests fets no afavoreixen la produccié del radical superoxid i per tant, hi ha una major

eficiencia i una menor produccié de ROS (Barja, 2013, 2007).

Tot i que el consum d’oxigen mitocondrial i la produccié de ROS es modulen de forma independent
(Batja, 2013, 2007), les mitocondries cerebrals mostren una taxa més elevada de produccié de ROS en
comparacié amb altres teixits -almenys en rosegadors- (Mink et al., 1981). En aquest sentit, cal destacar
Pexistencia d’altres fonts de ROS en el SNC com sén la deshidrogenasa cetoglutarat, vies de
ciclooxidacié 1 lipoxidacié, monoamina oxidasa mitocondrial, autooxidacié de catecolamines, i en la
membrana plasmatica es produeix la reduccié de la nicotinamida adenina dinucleotid fosfat oxidasa

(NADPT), entre altres (Halliwell and Gutteridge, 2007).

En situacié d’estres oxidatiu, és a dir, en un desajustament entre la produccié excessiva de ROS 1 els
mecanismes de defensa, els ROS donen lloc a dany cel'lular principalment de dos maneres: i) per

modificacié directa de macromolécules cel'lulars i extracel'lulars -proteines, acids nucleics, lipids i
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carbohidrats- (Dean et al., 1997; Naudi et al., 2013a; Pamplona, 2011; Thorpe and Baynes, 2003; West
and Marnett, 20006), en que el semialdehid glutamic (SAG), juntament amb el semialdehid aminoadipic
(SAAA) i la 8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodG) sén els marcadors més caracteritzats 1 ben
estudiats per a la quantificacié de I'oxidacié directa a proteines i a 'acid desoxiribonucleic (ADN),
respectivament; i if) per alteracions en l'estat redox de factors implicats en la transduccié de senyals,
donant lloc a una major o menor regulacié d’algunes rutes de senyalitzacié capaces d’alterar la seva

acci6 fisiologica (Lenaz, 2012).

A més dels ROS, l'oxidacié de carbohidrats, lipids i aminoacids dona lloc a una nova generacié
d’especies reactives anomenades espécies carboniliques (RCS; de angles, reactive carbony! species), capaces
de reaccionar amb grups nucleofilics de macromolecules com proteines, acids nucleics i
aminofosfolipids, produint modificacions irreversibles (Dean et al. 1997; Thorpe & Baynes 2003; West
& Marnett 2006; Pamplona 2011; Naudf et al. 2013). En aquest sentit les cél-lules neuronals no en sén
una excepcid. Les RCS més reactives sén: acroleina, crotonaldehid, 2-hexanal, 4-hidroxi-2-nonenal
(HNE), glioxal, malondialdehid (MDA), 4-hidroxi-2-hexenal (HHE) i 4-oxo-2-nonenal (ONE) (Catals,

2009; Esterbauer et al., 1991; Fritz and Petersen, 2013; Martinez et al., 2010; Pamplona, 2008; Zimniak, 2011)
(Figura 2).

Figura 2. Estructures quimiques dels productes intermediaris de segona generacié detectats en cervell huma.
Espécies carboniliques capaces de reaccionar amb grups nucleofilics de macromolécules i que donen lloc a la
formacié de productes de glicacié i lipoxidacié avancada.

Aquestes especies carboniliques, que majoritariament presenten un grup carbonil lliure o més d’un, tenen
propietats uniques si els contrastem amb els radicals lliures (Pamplona, 2008). Per exemple, comparant amb
els ROS o amb les especies reactives de nitrogen, aquests aldehids reactius tenen una vida mitja molt més
llarga -de minuts, en lloc de micro o nanosegons com succeeix amb els radicals lliures-. A més, aquests
compostos carbonilics no tenen carrega, fet que els permet migrar amb relativa facilitat a través de les

membranes hidrofobiques i dels medis hidrofilics, i per tant, poden arribar a migrar a molta distancia del
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seu lloc de produccié. En base aquestes caracteristiques, les especies carboniliques poden ser molt més
destructives que els propis radicals lliures 1 tenir efectes perjudicials a distancia sobre dianes ubicades dins 1
fora de les cellules. Els compostos carbonilics derivats de 'oxidacié de carbohidrats 1 lipids reaccionen
amb grups nucleofilics de macromolécules com les proteines i PADN -i, altres molécules com
aminofosfolipids- provocant modificacions quimiques no enzimatiques, majoritariament de caracter
irreversible, que formen varietat d’adductes i entrecreuaments que es coneixen amb el nom de
productes finals de lipoxidacié avancada (ALE; de I'anglés, advanced lipoxidation end-products) i productes
finals de glicacié avancada (AGE; de langles, advanced glycation end-productsy (Martinez et al., 2010;
Pamplona, 2011; Pamplona et al., 2005a, 2004; Requena et al., 2001; Thorpe and Baynes, 2003).

Formacio de productes ALEs. Els compostos carbonilics derivats de 'oxidacié de lipids tenen alta
afinitat de reaccié amb els llocs nucleofilics de les proteines (concretament amb els aminoacids cisteina,
lisina, arginina i histidina). Aquesta reactivitat genera adductes com per exemple N*-MDA-Lisina
(MDAL), Lisina-HNE, FDP-lisina i S-carboximetil-cisteina (CMC) (Figura 3); i entrecreuaments com
dimers glioxal-lisina i lisina-MDA-lisina, entre altres. L'acumulacié d'adductes de MDA en proteines
també esta implicada en la formaci6 de lipofuscina, un pigment groc-marré no degradable ja descrit en
neurones humanes per Hannover el 1842 i revisat per Ottis i col-laboradors el 2012 (Hannover, 1843;
Ottis et al., 2012). Tanmateix, els productes ALEs també poden formar-se a partir de la reaccié dels
compostos carbonilics derivats de l'oxidacié lipidica amb residus nucleofils de PADN (West and
Marnett, 2006). La guanina és la base de PADN més comunament modificada per ser altament

nucleofilica (Bjelland and Seeberg, 2003).

Formacio de productes AGEs. A més dels compostos carbonilics derivats de la peroxidacio lipidica, els
suctes reductors i compostos carbonilics detivats de l'oxidacié de carbohidrats també reaccionen amb
grups amino primaris de macromolecules com sén les proteines i PADN, seguint els principis de la reaccié
de Maillard (Thorpe and Baynes, 2003). El primer estadi de la reaccié de Maillard classica és la formacié
d’una base de Schiff i un producte d'Amadorti entre suctes reductors i grups amino lliures en les proteines
(reacci6 de glicacié). Posteriorment, es sotmeten lentament a una serie de reordenaments intramoleculars,
deshidratacio, i teaccions d'oxidacié-reduccié per produir productes terminals anomenats AGE (Baynes
and Monnier, 1989; Portero-Otin and Pamplona, 2006). Entre els AGEs caracteritzats 1 millor descrits
destaquen la carboximetil-lisina (CML) i la carboxietil-lisina (CEL) formats a partir del glioxal i metilglioxal,
respectivament (Cantero et al., 2007) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema dels marcadors de dany oxidatiu estudiats en la present tesi. Mitjancant la cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses (GC/MS) s’han
estudiat set marcadors de dany oxidatiu, representatius de les tres principals modificacions oxidatives a proteines: derivades d’oxidacié directa a proteines [Semialdehid
glutamic (SAG) i Semialdehid amino-adipic (SAAA)], derivades d’oxidacié a fumarat [S-(2-succinil)-cisteina (25C)], derivades de glico i lipoxidacié [N carboximetil-lisina
(CML) i S-(carboximetil)-cisteina (CMC)], derivades de glicoxidacié [N¥-carboxietil-lisina (CEL)] i derivades de lipoxidacié [N*-malondialdehid-lisina (MDAL)].
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Les principals conseqiiencies derivades d’aquestes modificacions no enzimatiques sén la pérdua de funcié i
d’integritat estructural de les biomolecules modificades amb un ampli ventall de conseqiiencies funcionals
com s6n la induccié de la disfuncié cellular i lesié tissular. Aixi, aquestes reaccions no enzimatiques
indueixen canvis estructurals i funcionals en les proteines, com sén: i) alteracions en les propietats
fisicoquimiques (per exemple, conformaci6, carrega, hidrofobicitat, elasticitat, solubilitat i mobilitat
clectroforetica, entre altres); if) disminucié o inhibicié en lactivitat d’enzims i factors de creixement; iif)
alteracié de la degradaci6 proteica; iv) alteracié en el trafic i processament de proteines; i v) formacié
d’agregats i entrecreuament proteics intra i inter-moleculars. El dany oxidatiu a PADN és mutagenic,
carcinogenic i amb un potent efecte en les vies de transduccié de senyals. Tanmateix, el grup amino dels
aminofosfolipids poden també reaccionar amb compostos carbonilics i iniciar aixi algunes de les reaccions
que tenen lloc a les proteines. Aixi doncs, els processos biologics en els que estan involucrats els
aminofosfolipids poden ser potencialment afectats (Naudi et al., 2013b; Pamplona, 2008; Pamplona et al.,
2000, 1998) (Figura 4).

Figura 4. Potencials efectes de la modificacié d’aminofosfolipids mitjancant reaccions carbonil-amina en les
membranes biologiques. Figura adaptada de (Naudf et al., 2013b).

En aquest sentit, cal remarcar que malgrat la importancia d’aquestes modificacions sén poques les
dades existents fins al moment sobre aquests marcadors especifics en els sistemes biologics i en el seu

comportament durant Penvelliment.

2.2. Sistemes de proteccioé cel‘lular

La proteccié neuronal contra la lesié6 oxidativa és essencial per a la funcié del SNC, 1 una série
d’adaptacions metaboliques han estat incorporades a Iarsenal cel-lular per aquest control (Pamplona

and Costantini, 2011). Aquestes inclouen:
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2.2.1. Resisténcia dels components estructurals al dany oxidatiu.

La linia de defensa basica ve determinada per la propia susceptibilitat de les molécules biologiques a la lesié
oxidativa (Pamplona and Batja, 2011, 2007). Aquesta susceptibilitat, que es defineix com la facilitat amb
que les macromolécules sofreixen el dany oxidatiu, esta intrinsecament lligada a I'estructura especifica o
a la composicié quimica dels carbohidrats, lipids, acids nucleics i proteines. En termes d’evolucié
biomolecular, la vida aerobica s’ha desenvolupat reduint I'abundancia relativa d’aquells components
estructurals altament susceptibles a la lesié oxidativa, pero sense renunciar a ells (Pamplona and Batja, 2011,
2007). Entre ells destaquen 'aminoacid metionina, la nucleobase guanina, els acids grassos poliinsaturats, i
els intermediaris glucolitics (Pamplona and Barja, 2011, 2007). En aquest escenari, el SNC és
particularment susceptible a la formacié d’espécies carboniliques a partir de carbohidrats i d’acids
grassos poliinsaturats com a conseqiiencia de l'alt contingut d’aquests substrats en comparacié amb

altres teixits (Naudi et al., 2011a, 2011b).

2.2.2. Aparicié de mecanismes reguladors de la generacié d’espécies reactives.

Des d’una perspectiva evolutiva, caldria esperar que la seleccié hagués incorporat i optimitzat uns
mecanismes que regulin la produccié d’espécies reactives. Aquests mecanismes fisiologics poden agrupar-se
en ‘interns’ i ‘externs’. Els interns es refereixen a aquells amb els que regula la propia generacié de ROS i
que s’expressen en: i) capacitat d’adaptar el contingut absolut dels diferents complexes de la cadena
respiratoria (Pamplona et al., 2005b), probablement a través de la regulacié de la biogenesis mitocondrial
vehiculada per la via SIRT1/PGC-1a i la flavoproteina AIF (de angles, apoptosis-inducing factor) (Caro et al.,
2009a; Naudi et al., 2007); i) capacitat de regular I'estat de reduccié del complex I, un dels principals
generadors de ROS (Barja, 2007; Kushnareva et al., 2002); iif) modulacié de la produccié de ROS
vehiculada per proteines desacobladores (UCPs) (Brand et al., 2004, 2002; Echtay et al., 2003) (Figura 5); i
iv) modulacié via modificacions postraduccionals (per exemple, acetilaci6, S-nitrosacié, i glutationilacio).
Les caracteristiques de 'ambient de la membrana mitocondrial (per exemple, concentracié local d’oxigen i
composici6 dels lipids de membrana, on els complexes estan ubicats) on té lloc Pactivitat dels complexes de
la cadena de transport electronic mitocondrial es podrien considerar com a factors externs capagos de
modificar la generacié de radicals lliures i, consegiientment, podrien ser considerats com a potencials

mecanismes reguladors de I'estat oxidatiu (Pamplona and Costantini, 2011).
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Figura 5. Esquema de la modulacié de la produccié de ROS vehiculada per proteines desacobladores (UCPs). Durant
I'oxidacié de substrats en els complexes de la cadena de transport electronic mitocondrial, I'oxigen és reduit a aigua,
i els protons s6n bombejats cap a l'espai intermembrana formant una for¢a motriu de protons (Ap). No obstant aixo,
alguns electrons en els complexos reduits també reaccionen amb ['oxigen per produir I’anid superoxid. L'anié
superoxid pot peroxidar fosfolipids de membrana, formant I’hidroxinonenal (HNE), que indueix el transport de
protons a través de la proteina UCP. En aquest model, les UCPs responen a la sobreproduccid de superoxid en la
matriu catalitzant un desacoblament suau, el que redueix la for¢a proté-motriu i disminueix la produccié de
superoxid per la cadena de transport d'electrons.

2.2.3. Diversitat d’antioxidants com a expressio de la varietat d’espécies reactives i les

seves conseqiiéncies moleculars.

Una amplia bateria de defenses antioxidants, tant de tipus enzimatic com no-enzimatic, han emergit i s’han
conservat durant I'evolucié, constituint una linia de defensa que contribueix a mantenir I’homeostasi de
Pestres oxidatiu cel'lular (Halliwell and Gutteridge, 2007). Aquestes defenses antioxidants poden agrupat-se
en dos grans categories: i) proteccié cel'lular per antioxidants enzimatics i no enzimatics; i ii) proteccié
cel'lular per sistemes antioxidants detoxificadors o de reparacid-recanvi. Dins de la primera categoria
destaquen: a) la superoxid dismutasa (SOD); b) la glutatié peroxidasa (GPx); ¢) la catalasa i el glutati6
(GSH), entre altres (revisat a (Pamplona and Costantini, 2011)). Tot 1 aquest conjunt de sistemes de
defensa, la lesié6 molecular vehiculada per radicals té lloc 7z vivo. En aquest context, els sistemes biologics
han incorporat defenses capaces de fer front a les molécules lesionades. Entre aquestes defenses destaquen:
els enzims que reparen aminoacids sulfurats oxidats (per exemple, metionina sulfoxid reductasa); sistemes
enzimatics que degraden proteines modificades (per exemple, proteasoma); enzims que reparen PADN
lesionat (per exemple, ADN polimerases); sistemes que recanvien els lipids de membrana i sistemes

enzimatics detoxificadors de les especies carboniliques (Pamplona and Costantini, 2011).
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2.2.4. Vies de transducci6 de senyals mitjangant I’activacié de vies de supervivéncia

Altres mecanismes que estan involucrats en ’homeostasi de P'estres oxidatiu sén més complexes ates que
impliquen a vies de senyalitzaci6 intracellulars. Un mecanisme d’adaptacié neuronal que sembla jugar un
paper molt rellevant és element de resposta antioxidant/vies de senyalitzacié Ntf2 (Calabrese et al., 2010;
Calkins et al.,, 2009). La cascada de senyalitzacié de les especies reactives culmina amb la translocacié
nuclear i transactivacié del factor de transcripcié Nrf2 (Copple et al., 2008) (Figura 6). Aquest factor és
critic per a la protecci6 enfront de les substancies electrofiles, inflamatories i de toxicitat quimica, com sén
les especies carboniliques, ja que ofereix la possibilitat que aquest pugui connectar la biogenesis
mitocondrial amb les defenses antioxidants (Maher and Yamamoto, 2010; Pamplona, 2011; Piantadosi et

al., 2008).

Figura 6. Esquema de Pactivitat del factor de transcripcié Nrf2. L’activitat del factor Nrf2 és troba constitutivament
reprimida com a conseqtiéncia de la seva unié amb la proteina citoplasmatica Keap1 i al citoesquelet. Aquesta unid és
homodimera i té la capacitat de promoure la degradacié constant del factor Nrf2 a través de la ubiquitinitzacidé
depenent de Cul3. Un cop ubiquitinitzada, Nrf2 és transportada al proteosoma i posteriorment degradada. No
obstant, en situacié d’estrés oxidatiu i per tant, en preséncia d’agents oxidants i electrofils, els grups sulfhidrics de
les cisteines de Keap1 sén oxidats, fet que promou la dissociacié del complex Nrf2-Keap1 i permet la translocacié
nuclear del factor Nrf2. Una vegada Nrf2 ja és al nucli aquest requereix la heterodimeritzacié amb les proteines
petites Maf de manera obligatoria per tal de poder unir-se especificament a les seqiiencies especifiques ARE/EpRE
(de I’anglés, antioxidant/electrophile response element) de ’ADN, i conseglientment activar la transcripcié de gens
antioxidants i detoxificadors d’enzims. Figura adaptada de (Pamplona and Costantini, 2011).

Tanmateix, estudis recents col-loquen en primer pla un altre potencial mecanisme mediat per mTOR. La
proteina mTOR (de Panglés, mammalian target of rapamycin) és una serina/treonina quinasa, present amb
nivells molt elevats en les neurones i les cel'lules glials, i un component essencial de complexes molt
conservats evolutivament que regulen una gran varietat de processos com el creixement, supervivéncia,
senyalitzaci6, mortalitat, entre altres (Abelaira et al., 2014; Perluigi et al., 2015). Aquesta proteina es troba
integrada en la part inferior del receptor d’insulina (IGF-1; de Panglés, insulin-like growth factor-T) -1 de la via

PI3K/PKB- que juntament amb P'entrada d’aminoacids i un estat d’energia suficient, transdueix senyals de
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superviveéncia mitjancant 'activacié d’una série de respostes anaboliques com la sintesis de proteines i lipids,
biogenesis mitocondrial mitjancant la regulacié activa de PGC1-a (Cunningham et al., 2007), metabolisme
mitocondrial accelerat, creixement cel-lular i mitogenesis (Pani, 2015) (Figura 7). Evidéncies genetiques i
farmacologiques en mamifers indiquen que la inhibici6 de la senyalitzaci6 de mTOR sintetitza la resposta
fisiologica a la restriccié de nutrients donant lloc a resposta a Pestrés mitjancant: 1) 'autofagia (Dazert and
Hall, 2011; Efeyan et al., 2015); i ii) Pactivacié de factors de transcripci6 de resposta a estrés com el factor
FoxO (de I'angles, Forkbead box-O class) (Wullschleger et al., 2006). La seva regulacié en les neurones post-
mitotiques té un impacte funcional significatiu en plasticitat sinaptica, polaritat neuronal,
neurotransmissio, proteostasis, control metabolic i respostes a l'estres, incloent la reparacié de I'ADN
(O Neill, 2013). Aixi doncs, una desregulacié de la senyalitzaci6 mTOR condueix a un envelliment
accelerat, el qual es manifesta amb lincrement del reticle endoplasmatic, augment de la generacié
mitocondrial de ROS, inhibicié de l'autofagia/mitofagia, resisténcia a la insulina i inflamacié (Dazert and

Hall, 2011; Efeyan et al., 2015; Pani, 2015).

Figura 7. Esquema simplificat de la via de senyalitzacié PI3K/PKB que regula mTOR. Figura adaptada de (O’ Neill,
2013).

2.3. Integracié del metabolisme energétic i les defenses antioxidants a nivell

neuronal

Tots aquests factors condueixen a proposar que '’homeostasi de Destres oxidatiu és la major forca
conductora en determinar la vulnerabilitat diferencial de les cel-lules cerebrals a 'envelliment i a les

malalties neurodegeneratives. La rellevancia de ’homeostasi de P'estres oxidatiu per a la supervivencia
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neuronal explica com les neurones estan intrinsecament equipades amb un mecanisme bioquimic que
aparella el metabolisme de la glucosa cap a la defensa antioxidant (Fernandez-Fernandez et al., 2012).
Aixi, les neurones estan programades per metabolitzar la glucosa activament a través de la via de les
pentoses fosfat. Aquesta ruta metabolica genera equivalents reductors en forma del cofactor NADH
(H+), que manté 'antioxidant glutatié en els seu estat reduit (Currais, 2015) (Figura 8). El glutati6 és el
tiol no proteic més abundant per amortitzar 'estrés oxidatiu a nivell cerebral, i és crucial per mantenir
Pestat antioxidant total. Aquest desplacament de la glucosa cap a la via de les pentoses fosfat es
produeix a expenses d’una ratio glicolitica baixa per a la posterior generacié d’energia en les
mitocondries. Curiosament, aquestes vies metaboliques sén les fonts de substrat que generen especies

reactives de carboni amb efectes perjudicials (Baynes and Monnier, 1989).

Figura 8. Esquema representatiu del metabolisme de la glucosa, incloent la glucolisi citoplasmatica, la via de les
pentoses fosfat, el cicle de Krebs i la cadena de transport d’electrons. Abreviacions: Glucosa 6-P, glucosa 6-fosfat;
fructosa 6-P, fructosa 6-fosfat; fructosa 1,6-BP, fructosa 1,6-bifosfat; gliceraldehid 3-P, gliceraldehid 3-fosfat; 1,3-BPG,
1,3-bifosfoglicerat; 3-PG, 3-fosfoglicerat; 2-PG, 2-fosfoglicerat; PEP, fosfoenolpiruvat; dihidroxiacetona P,
dihidroxiacetona fosfat; AGE, productes finals de glicosilacié avangada; PPP, via de les pentoses fosfat; 6-PLG, 6-
fosfoglucanat-lactona; 6-PG, fosfogluconat; 3K6PG, 3-ceto 6-fosfogluconat; ribulosa 5-P, ribulosa 5-fosfat; NADPH,
nicotinamida adenina dinucleodtid fosfat; NADH, nicotinamida adenina dinucleotid; FADH,, dinucledtid de flavina i
adenina; ATP, adenosina-5'-trifosfat. Figura adaptada de (Currais, 2015).

Ates que les condicions ambientals a través d’un ventall de condicions fisiologiques i patologiques
poden estar associades amb risc d’estrés oxidatiu -com ho sén les fases del cicle de la vida-, les

neurones estan continuament sota pressio. Per tant, les neurones poden estar exposades a costos
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fisiologics que s’expressen principalment en el dany oxidatiu i el consum d’energia necessaria per
mantenir les defenses antioxidants sobre-regulades i per activar els sistemes de reparacié. La necessitat
d’adaptacié continua, la presencia de la susceptibilitat inherent, i la vulnerabilitat neuronal selectiva
poden ser els factors que modulen I'envelliment neuronal en un context fisiologic i que desencadena el

desenvolupament de malalties neurodegeneratives.

3. LIPIDS EN EL SISTEMA NERVIOS CENTRAL

Les funcions especifiques de cada cel'lula i les interaccions entre diferents cél-lules estan sota estricte
control molecular i componen un programa metabolic estrictament regulat que proporciona una
homeostasi general. La xarxa global de seqiiéncies de reaccions interconnectades que intercanvien
metabolits cel-lulars constitueix el metabolisme cel-lular. En vista de la multiplicitat de les cel'lules i de
les funcions cellulars en el SNC, la complexitat del metabolisme dels teixits sobrepassa l'aritmetica dels
metabolits cel'lulars. El metabolisme és optimitzat per aconseguir equilibri i Pestalvi, 1 per tant el

metabolisme és especific de cada tipus cel-lular, de cada tipus de teixit i és especific d’espécie.

S’estima que el metaboloma huma conté aproximadament 41.993 metabolits (HMDB: base de dades del
metaboloma huma; http://www.hmdb.ca) (Wishart et al., 2013, 2009, 2007). Els metabolits cerebrals
inclouen totes les petites molecules presents en el cervell i per tant, representen tots els components
que intervenen en les funcions cerebrals, tals com substrats bioenergetics, lipids de membrana, blocs de
proteines 1 polisacarids, neurotransmissors, compostos biologicament actius, antioxidants, i productes
intermediaris de reaccions cataboliques i anaboliques. Tot i que es necessiten estudis que permetin
definir un atles metabolomic del SNC huma, recentment, s’ha estimat que les neurones tenen un
metaboloma format per aproximadament 7.000 metabolits (Jové et al., 2014). Entre aquests metabolits,

els lipids juguen un paper molt important en el SNC.

Entre els teixits del cos huma, el teixit nervids és un dels més rics en contingut lipidic. Es ben establert
que els lipids representen aproximadament el 10-12 % del pes humit i la meitat de la materia seca del
cervell (Sastry, 1985). A part de la seva importancia quantitativa, els lipids del sistema nerviés mostren
una gran diversitat estructural i funcional. Totes les classes de lipids estan representades en les cel-lules
neuronals, de manera similar a altres tipus de cel-lules, 1 els amplis espectres d’especies moleculars dels

lipids s6n una expressi6 de les diferents necessitats 1 funcions atribuides a ells.

3.1. Definicio de lipids i classificacio

Els lipids sén un grup divers i omnipresent de compostos que tenen un paper clau en la fisiologia

cel'lular i patologica. La diversitat en la funcié dels lipids és reflectida per una enorme variacié en les
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estructures de les molecules dels lipids. En contrast amb el cas dels gens 1 proteines, que es componen
principalment de combinacions lineals de 4 acids nucleics i 20 aminoacids, respectivament, les
estructures lipidiques sén més complexes a causa del nombre de diferents transformacions
bioquimiques que es produeixen durant la seva biosintesi (Fahy et al., 2011). Els lipids exhibeixen una
notable diversitat estructural, determinada per factors com la longitud variable de cadena, i
transformacions bioquimiques com oxidacions, reduccions, substitucions, transformacions, aixi com
modificacions amb residus de sucres i altres grups funcionals de diferents otrigens biosintetics.
Actualment no hi han estimacions fiables del nombre de compostos lipidics en la natura, a causa de les
dificultats técniques de dilucidar estructures quimiques, perd en base a modificacions de les cadenes
acil/alquil i els sucres en glicerolipids, glicerofosfolipids i esfingolipids, el nombre d'especies moleculars
de lipids pot ser estimat al voltant de 200.000 (Yetukuri et al., 2008). En aquesta linia, existeix una base
de dades (LIPID MAPS) que participa activament en la cerca de metabolits lipidics amb un enfocament
integrat en relacié amb els gens i proteines a nivell de la biologia de sistemes (Fahy et al, 2011;
Subramaniam et al., 2011). Malgrat aixo, encara es necessita molta informacié per tal de completar la
composici6 lipidica del cervell. Tanmateix, és més que probable que el nombre d’especies lipidiques en
el cervell sigui molt reduida prossiblement a causa del procés de seleccié molecular de lipids especifics
durant l'evolucié de les especies d'acord a les necessitats estructurals i funcionals de les cel-lules

neuronals.

El concepte "lipid" tradicionalment s'ha aplicat a tots aquells compostos organics que son insolubles en
aigua pero solubles en dissolvents organics (Smith, 2000). Actualment, els lipids sén definits en termes
quimics com petites molecules hidrofobiques o amfifiliques que s'originen, ja sigui totalment o en part,
a partir de dos tipus diferents d’unitats basiques: grups cetoacil i grups isoprens (Fahy et al., 2011, 2009,
2005) (Figura 9A). Pel que fa a la classificacié dels lipids, algunes aproximacions separen els lipids en
grups "simples" 1 "complexos", entenen els lipids simples com aquells que produeixen dos productes
diferents en la seva hidrolisis (per exemple, acilglicerols: acids grassos i glicerol) i lipids complexos,
aquells que produeixen tres o més productes en la seva hidrolisi (per exemple, glicerofosfolipids: acids
grassos, glicerol, i un grup fosfat). A més, la base de dades japonesa LipidBank (http://lipidbank.jp/)
defineix un tercer grup important anomenat 'derivats' lipidics (alcohols 1 acids grassos derivats per la
hidrolisi de lipids simples), la qual inclou 26 categories de nivell superior en el seu esquema de
classificacid, que integra una amplia varietat de fonts animals i vegetals. L’any 2005, el Comite
internacional de classificacié i nomenclatura dels lipids, en base a la iniciativa del consorci LIPID
MAPS, va desenvolupar i establir un sistema de classificacié global per als lipids basat en principis
quimics i bioquimics ben definits i utilitzant un marc dissenyat per ser extensible, flexible, escalable i

compatible amb la tecnologia informatica moderna (per a més detalls sobre la classificacié dels lipids i la
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nomenclatura, les estructures de lipids, i les eines bioinformatiques per a l'analisi lipidémic veure (Fahy
et al., 2011, 2009, 2005; Subramaniam et al., 2011)). La nomenclatura adoptada pel consorci LIPID
MAPS segueix acuradament les directrius de IUPAC-IUBMB (de I'angles, #he International Union of Pure
and Applied Chemists and the International Union of Biochemistry and Molecular Biology). En base aquest sistema
de classificaci6, els lipids han estat dividits en wvuit categories: acids grassos; glicerolipids;
glicerofosfolipids; esfingolipids; sacarolipids i policétids (derivats de la condensacié de subunitats
cetoacil); esterols i els lipids prenol (derivats de la condensacié de subunitats isopre). La Figura 9B

mostra l'estructura de les principals especies moleculars de lipids presents en cervell huma adult.

3.2. Composici6 lipidica del SNC Huma

El cervell huma adult conté una gran quantitat i diversitat de lipids. A nivell del contingut global de
lipids, el cervell és unicament superat pel teixit adipés (Han, 2007). Tanmateix, en comparacié amb
altres organs o sistemes, el cervell conté la major diversitat de classes lipidiques 1 d’espécies moleculars
lipidiques. A més de la presencia de les diferents classes de fosfolipids, en que les fosfatidilcolines (PC),
fosfatidiletanolamines (PE), fosfatidilserines (PS), fosfatidilinositols (PI) i les cardiolipines (CL)
constitueixen les principals families de fosfolipids (Vance and Vance, 1996; Yeagle, 1993), el cervell
també conté un gran nombre de classes d’esfingolipids. Milers d'especies moleculars d’esfingolipids sén
presents a 'esfingolipidoma (Metrill et al., 2005) i la majoria d'aquestes espécies moleculars sén presents
en el cervell. El colesterol i els metabolits del colesterol sén també molt importants i abundants en el
cervell huma. De fet, tot i que el cervell només representa el 2 % del pes total del cos, aquest conté el
25 % del colesterol total (Dietschy and Turley, 2001). La importancia del colesterol al cervell també es
reflecteix amb l'estreta regulacié dels seus nivells, que és independent del colesterol circulant i de les

seves fluctuacions (Dietschy and Turley, 2001).

Els fosfoglicerids sén els principals components dels fosfolipids que de manera ubiqua es troben en les
membranes cel'lulars i, per tant, també es troben en abundancia en les membranes de les cel-lules
neuronals (revisat a (Sastry, 1985)). En el cervell huma, els fosfolipids constitueixen al voltant del 4,5 al
5,4 % del pes humit en tot el cervell i al voltant del 4,2 % en la substancia gris. La substancia blanca té
una major concentracié de fosfolipids que ascendeixen aproximadament al 7 % del pes humit en els
éssers humans. L’acid fosfatidic, el més simple entre els fosfoglicerids, 1 intermediari central en les rutes
biosintétiques tan de fosfoglicérids com de lipids neutres, és produit a baixa concentraci6 en el cervell

(aproximadament el 2 % dels fosfolipids totals).
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Figura 9. A) Unitats lipidiques basiques: grups cetoacils i grups isoprens. B) Principals lipids cerebrals en humans adults: 1) acids grassos que contenen un grup carboxilic
unit a una cadena alifatica. Els acids grassos saturats (AGS) no contenen dobles enllacos, mentre que els acids grassos monoinsaturats (AGMI) i poliinsaturats (AGPI)
contenen un o més dobles enllagos cis. Hi ha dos tipus ’AGPI: omega-6 (per exemple, I'acid araquidonic, 20:4n-6) i omega-3 (per exemple, I’acid docosahexaenoic, 22:6n-3),
que es nomenen d'acord a la posicié del primer doble enllag a la cadena de carboni, comencant des de I'extrem metil de la molécula. Els acids grassos que es mostren
representen al voltant del 80-90% del perfil total d'acids grassos del cervell huma (Naudi et al., 20133, 2012); 2) glicerolipids son ésters d'acids grassos de glicerol i el cervell
huma sén principalment mono- i di- acilglicerols; 3) glicerofosfolipids contenen acid fosforic en forma d'ester amb un glicerolipid. Es subdivideixen en diferents classes en
funcié de la naturalesa del grup polar lligat al fosfat en la posicié sn-3 de I'esquelet del glicerol. La fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) i
fosfatidilinositol (P1) sén els principals fosfolipids presents en el cervell huma (Sastry, 1985); 4) esfingolipids contenen una part comuna a la base d’esfingoide. Aquests s6n
acilats per formar ceramides, les quals sén modificades per generar fosfoesfingolipids (per exemple, esfingomielina) i glicoesfingolipids, i 5) lipids esterols contenen un
nucli de quatre anells fusionats i comprenen colesterol i els seus derivats esteroides. Figura adaptada de (Naudi et al., 2015).
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La forma predominant dels fosfoglicerids de colina en el cervell huma és la fosfatidilcolina (PC) (1,2-
diacil-sn-glicero-3-fosfocolina; 32,8 %), que juntament amb la PC (16:0/18:1) sén les principals espécies
moleculars (O’Brien and Sampson, 1965; Rouser and Yamamoto, 1968; Rouser et al,, 1965). No
obstant aix0, també hi ha preséncia del plasmalogen de colina (1-alk-1'-enil, 2-acil-sn-glicero-3-
fosfocolina) i l'analeg alquil (1- alquil, 2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina) que representen al voltant del 2 %
de les fosfatidilcolines totals en el cervell. Els fosfoglicerids d’etanolamina sén quantitativament el
principal fosfolipid en el cervell huma (35,6 %) (O’Brien and Sampson, 1965; Panganamala et al., 1971)
i la forma predominant és el plasmalogen d’etanolamina (PPE; 1-ALK-1'-enil-2-acil-sn-glicero-3
fosfoetanolamina), que representa el 50-60 % de la classe fosfoglicerid d’etanolamina dels lipids en tot
el cervell huma. El contingut de l'analeg alquilacil és relativament baix (el 3-7 % de la classe
fosfoglicérid ~ d’etanolamina), mentre que la  fosfatidiletanolamina  (1,2-diacil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina) compensa la quantitat restant de fosfoglicerids d’etanolamina. La seva composici6
total d'acids grassos indica un gran contingut en acids grassos poliinsaturats, i la distribucié posicional
dels acids grassos en les fosfatidiletanolamines del cervell huma mostren que la posicié 1 del sn-glicerol
esta ocupada principalment per l'acid palmitic (16:0), I'acid estearic (18:0), i I'acid oleic (18:1 n-9), tant
en la substancia blanca com en la gris. D’altra banda, la posicié-2 del sn-glicerol consta d’acids grassos
poliinsaturats i aquests sén més nombrosos en la substancia gris que en la substancia blanca. La
concentracié de fosfoglicerids de serina en el cervell huma és d'aproximadament el 16,6 % (O’Brien and
Sampson, 1965; Panganamala et al., 1971) dels fosfolipids totals. Aquests es produeixen com 1,2-diacil-
sn-glicero-3 fosfoserina (més del 90 %) i també com a plasmalogen de setina. Pel que fa al petfil d'acids
grassos, aquests contenen principalment 18:0, 18:1 n-9 i 'acid docosahexaenoic (DHA, 22:6 n-3). Les
fosfatidilserines de la substancia gris sén particularment riques en 22:6 n-3. Els fosfoglicerids d'inositol
representen aproximadament el 2,6 % dels fosfolipids totals en cervell huma (Norton et al.,, 1966;
Rouser and Yamamoto, 1968). El fosfatidilinositol i la trifosfoinositida sén les principals formes ja que
el difosfoinositida tnicament hi és present en baixa quantitat. El cervell conté les majors concentracions
de fosfoinositides entre els teixits animals. Els components principals d'acids grassos dels fosfoglicerids
d’inositol sén Iacid estearic (18:0) 1 I'acid araquidonic (20:4 n-6). Finalment, Kahma i col'laboradors
(Kahma et al., 19706) van descriure el 0,2 % dels fosfolipids com difosfatidilglicerol i el 0,1 % com a bis
(glicerol monoacil) fosfat en el cervell huma. El difosfatidilglicerol es troba principalment localitzat en
les mitocondries cerebrals tot 1 que, petites quantitats també sén presents en la fraccié nuclear i
sinaptosomal. Els principals acids grassos que s'inclouen en aquesta fraccié de fosfolipids sén l'acid
palmitic (16:0), I'acid palmitoleic (16:1 n-7), Iacid estearic (18:0), I’acid oleic (18:1 n-9), I’acid linoleic
(18:2 n-6), l'acid linolénic (18:3 n-3), i l'acid araquidonic (AA, 20:4 n-G). La Taula 1 mostra la

composicié d'acids grassos i el contingut dels principals fosfolipids del cetvell huma adult.
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Taula 1. Contingut i composicié en acids grassos dels principals glicerofosfolipids en cervell huma. Taula adaptada
de (Naudi et al., 2015).

Composicié d’acids grassos (mol %)

Contingut 20:4 22:5 22:5

Teixit lipidic % 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 20:1 . n6 e 22:6
PC cervell 32.8 - 47.6 3.1 12.1 40.3 - - - - - -
PC Substancia gris 38.9 2.9 45.0 1.0 9.3 31.4 0.4 0.7 4.1 - - 3.1
PC substancia blanca 30.2 1.3 34.3 - 13.4 45.2 0.4 1.1 1.3 - - 0.1
PE cervell 35.6 = = = = = = = = = =

PE substancia gris 42.2 - 6.7 - 26.0 1.9 - 1.5 13.8 14.3 - 24.3
PE substancia blanca 34.1 - 6.7 - 9.0 42.4 - 7.9 6.4 13.7 0.5 3.4
PS cervell 16.6 - - - - - - - - - -
PS substancia gris 12.6 = 2.3 = 25.4 21.5 = 1.0 1.6 5.0 3.3 36.6
PS substancia blanca 15.7 - 1.7 - 35.8 39.7 0.3 5.3 2.0 4.8 0.9 5.6

Abreviacions: PC, fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PS, fosfatidilserina.

Draltra banda, els esfingolipids sén un grup de lipids complexos, derivats de N-acilesfingosina
(ceramida), que es produeixen particularment en grans concentracions en el cervell huma (Maceyka and
Spiegel, 2014; Sastry, 1985). Aquest grup de lipids consta d’esfingomielina, cerebrosids, sulfatids i
gangliosids. L’esfingomielina (N-acilesfingosina-1-fosfocolina) representa al voltant del 14,8 % del
contingut de lipids en el cervell huma (O’Brien and Sampson, 1965; Rouser et al, 1965). Les
concentracions més altes d’esfingomicelina es troben principalment en els nervis periferics
(aproximadament 25 %) i en la substancia blanca (20 %), a causa que és un dels principals lipids de la
membrana de mielina. Els acids grassos de P'esfingomielina comprenen principalment 'acid estearic
(18:0), I'acid lignoceric (24:0) i l'acid nervonic (24:1 n-9). Els cerebrosids sén derivats de ceramides en
que un grup d'hidrats de carboni esta unit a ’hidroxil primari de esfingosina amb un enllag B-glicosidic.
En el cervell huma, els cerebrosids representen el 15,8 % dels lipids totals (Rouser et al., 1965). Sent un
component molt important de la mielina, la concentracié de cerebrosids en la substancia blanca és
d’aproximadament 10 vegades més que en la substancia gris. La major part dels cerebrosids en el cervell
és la galactosilceramida. Els components d'acids grassos dels cerebrosids cerebrals humans
caracteristicament contenen acids grassos hidroxils i aquests representen més del 50 % dels acids
grassos totals. Entre els acids grassos no hidroxils, I’acid lignoceric (24:0) i I’acid nervonic (24:1 n-9) s6n
els principals components, mentre que I'acid cerebronic (24h:0) i I’acid hidroxinervonic (24h:1) sén els
acids grassos hidroxils més abundants en el cervell huma. Els sulfatids sén eésters de sulfat de
galactocerebrosids en que el grup sulfat es troba al C-3 de la fraccié galactopiranosid. El sulfatid és
I"inic sulfosfingolipid present en el cervell. En el cervell huma, els sulfatids s'associen principalment
amb la mielina i el seu contingut representa aproximadament el 6,2 % del total dels lipids del cervell
(Rouser et al., 1965). La composicié d'acids grassos dels sulfatids és similar a la dels cerebrosids. Els

gangliosids, glicoesfingolipids que contenen acids sialics, es produeixen de manera ubiqua en les
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membranes plasmatiques de les cel'lules 1 sén particularment abundants en el cervell (Sastry, 1985;
Sonnino and Chigorno, 2000). En el cervell huma es produeixen en concentracions substancialment
majors en la substancia gris en comparacié amb la substancia blanca i la medul-la espinal (Ando et al.,
1978; Ueno et al., 1978). Els gangliosids consisteixen en una fraccié lipidica enllagada a una familia molt
gran d'estructures d'oligosacarids que difereixen en la posicié de lligament glicosidic, configuracié de
sucte, sucre neutre i contingut d'acid sialic. Els principals gangliosids del cetvell pertanyen a la serie
gangli, una série caracteritzada pel tetrasacarid B-Gal (1-3) -B-GalNAc- (1-4) - B-Gal (1-4) -B- Glc al
qual els residus d'acid sialic sén enllagats a-cetosidicalment. L'acid sialic es refereix a tots els detivats de
l'acid neuraminic, acid 5-amino-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galactononnlosonic. En el cervell huma l'estructura
més representada és la de l'acid N-acetil-neuraminic, seguida per la de l'acid N-acetil-9-O-
acetilneuraminic (Ghidoni et al., 1980; Haverkamp et al., 1977; Sonnino and Chigorno, 2000). El
gangliosid-lactona, en el qual un acid sialic esterifica un grup hidroxil primari, s'ha trobat que es
produeix en el cervell huma. La fracci6 lipidica dels gangliosids, és a dir la ceramida, és compon d'un
amino alcohol de cadena llarga enllagat a un acid gras mitjancant un enlla¢ amida. Les estructures amb
18 1 20 atoms de carboni que contenen un doble enlla¢ trans en la posicié 4-5 so6n els components
amino de cadena llarga més abundants dels gangliosids cerebrals; aquests comunament reben el nom
d’esfingosina. Els amino alcohols de cadena llarga que no contenen un doble enllag en la posicié 4-5
generalment s'anomenen esfinganina. L'acid estearic (18:0) és l'acid gras principal dels gangliosids de
cervell huma i forma al voltant del 80 % del contingut total d'acids grassos dels gangliosids (Sonnino

and Chigorno, 2000).

Tot i la precisa informacio relatada del contingut lipidic en el cervell huma és necessiten més estudis per
tal de completar latles lipidomic del cervell. L’enorme complexitat del cervell huma adult es pot
expressar amb l'observacié que es pot discernir al voltant de 900 subdivisions neuroanatomiques.
Analogament a l'obsetvacié que hi ha un perfil de transcriptomica-regié especifica, es pot especulat que
el lipidoma de cada estructura cerebral o regié és diferent en termes de la realitzacié de funcions

diferents.

3.3. Propietats funcionals dels lipids al cervell huma

Les propietats funcionals dels lipids al cervell poden atribuir-se a: la integritat estructural i funcional de
les membranes cel-lulars neuronals i glials, la generacié de mediadors lipidics, 1 la reactivitat quimica de

les cadenes d'acil.
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3.3.1. Integritat estructural i funcional de les membranes cel-lulars neuronals i glials

La propensi6 inherent de les cadenes acil no polars dels lipids a 'autoassemblatge en aigua és la base
fisica per a la formacié espontania de membranes, i fa que les membranes siguin practicament
impermeables als soluts polars. Mentre que una sola especie de lipids ha de ser suficient per generar una
barrera, una membrana cel'lular requereix una major complexitat i diversitat en els seus components
lipidics per cobrir totes les necessitats estructurals i funcionals exigides d'una membrana cellular.
Aquesta diversitat estructural té implicacions profundes, influint en la quimica general i en els
parametres fisics de membrana com la geometria, la cutrvatura, la fluidesa, el gruix, la densitat
d'empaquetament dels lipids i la carrega supetficial. Aquestes propietats dels lipids de membrana tenen
papers crucials en la fisiologia de les cel-lules neuronals i glials, determinant la regulaci6 dels canals i
receptors ionics, aix{ com la fisiologia de la transmissié sinaptica, i fins i tot propietats eléctriques

(Piomelli et al., 2007).

L’ampli ventall de processos en els quals els fosfolipids estan especificament implicats explica la
necessitat de la diversitat en la seva estructura i composicié en acids grassos (Dowhan, 1997;
Hermansson et al., 2011). Aquesta diversitat exigeix la participacié de vies metaboliques complexes 1
de regulacié6 (Vance and Vance, 1996; Yeagle, 1993). De fet, per exemple, les cél-lules eucariotes
inverteixen al voltant dun 5 % dels seus gens per sintetitzar tots aquests lipids (van Meer et al., 2008).
La composici6 fosfolipidica d’'una membrana cel-lular és mantinguda principalment per mecanismes de
retroalimentacié de la biosintesis de fosfolipids. Observacions recents semblen implicar el factor de
transcripcié SREBP (de Pangles, sterol regulatory element-binding protein) (Dobrosotskaya et al., 2002) i el
receptor nuclear PPARs (de Pangles, peroxisome proliferator activated receptors) (Rakhshandehroo et al., 2009)
com a factors clau que regulen la composicié de membrana i regulen la sintesis de lipids d’acord a les

necessitats.

Els fosfolipids constitueixen el gruix de la matriu lipidica de la membrana. Un factor important que
determina la forma de fosfolipids és la naturalesa de la seva cua hidrofobica i els residus d'acids grassos
ligats al grup hidroxil sn-1 i sn-2 de I'esquelet del glicerol. A temperatures fisiologiques, la longitud
d'una molécula de fosfolipid és directament propotcional al nombre d'atoms de carboni i inversament
proporcional al nombre d'enllagos dobles presents en les seves cadenes d'acids grassos. Les cadenes
acils dels fosfolipids sén cadenes hidrocarbonades saturades (AGS), monoinsaturades (AGMI) o
poliinsaturades (AGPI) que normalment varien entre 14 1 22 atoms de carboni de longitud (Wallis et al.,
2002). En les cel-lules eucariotes dels vertebrats, la mitjana de la longitud de cadena d’una membrana
biologica es manté de forma estricta al voltant de 18 atoms de carboni, i la distribuci6 relativa entre

acids grassos saturats 1 insaturats segueix una ratio de 40:60, respectivament (Pamplona, 2008). Els
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AGPI sén components essencials de les membranes cel'lulars que afecten emfaticament a la seva
fluidesa, flexibilitat i permeabilitat selectiva. Addicionalment, també estan implicats en nombrosos
processos fisiologics i cel'lulars que inclouen, per exemple, la modulacié de transportadors i canals
ionics, activitats d’enzims associades a la membrana, regulacié de lexpressié génica,
endocitosis/exocitosis, adaptacions al fred i supetrvivencia, i defensa enfront a patogens (Wallis et al.,

2002).

3.3.1.1. Biosintesis dels acids grassos

Com a components estructurals de les membranes i com a font d’energia, els acids grassos sén
essencials per a la vida. A més, juguen papers crucials en el manteniment de la funcié neurologica
normal. Aixi, el manteniment de les caracteristiques dels lipids com pot ser la longitud i el patré de
saturacié-dessaturacié de la cadena alifatica dels acids grassos sén essencials per a les seves funcions. En
conseqtiencia, una adequada elongacié i dessaturacié dels acids grassos és essencial per al manteniment i
I’homeostasi dels lipids, i la interrupcié d'aquests processos poden tenir consequéncies devastadores

(Guillou et al., 2010).

En cel'lules eucariotes, tant els acids grassos sintetitzats en el citosol per 'enzim acid gras sintetasa
(FAS; de Iangles, fatty acid synthase), com els derivats de la dieta poden ser sotmesos a processos de
dessaturaci6 i elongacié per donar lloc a acids grassos de cadena llarga (de 16 1 18 carbonis) i de cadena
molt llarga (= 20 carbonis) amb diferents saturacions per 'accié d’enzims especifics localitzats en el
reticle endoplasmatic. Especificament, els AGS de cadena llarga i els AGMI de les series n-10, n-7 i n-9
poden sintetitzar-se a partir de 'acid palmitic (C16:0) mitjancant 'enzim FAS. En canvi, els AGPI de
cadena llarga de les series n-6 1 n-3 dnicament poden ser sintetitzats a partir dels precursors essencials

obtinguts de la dieta, com s6n I'acid linolenic (18:3n-3) i I'acid linoleic (18:2n-6) (Naudi et al., 2011a).

En aquest procés de sintesis els enzims desaturases, que estan conservats a través de tot el regne animal,
insereixen dobles enllagos en posicions especifiques de la cadena de I'acid gras, i el sistema d’elongacié
dels acids grassos, mitjancant les elongases, permeten incrementar en unitats de 2 atoms de carboni la
cadena de I'acid gras (Guillou et al., 2010). En base a la localitzaci6 del primer doble enllag del carboni
des de I'extrem metil de la cadena, la nomenclatura es divideix principalment en dos classes: els omega-
3 (n-3) i els omega-6 (n-6). L'equilibri dels acids grassos omega-3 i omega-6 és important per a
I'homeostasi normal i el desenvolupament en tot el cicle de vida en tots els teixits, perd especialment en
el cervell. Una descripcié detallada del mecanisme d’acci6 i la funcié especifica de cada un d’aquests

enzims es troba en revisions com (Guillou et al., 2010; Leonard et al., 2004) (Figura 10).
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Figura 10. Biosintesis d’acids grassos de cadena llarga i molt llarga en mamifers. Els acids grassos saturats de cadena llarga i els acids grassos insaturats de les series n-10, n-
7 i n-9 poden sintetitzar-se a partir de I"acid palmitic (16:0) produit per I’enzim acid gras sintetasa. Els acids grassos de cadena llarga de les series n-6 i n-3 Unicament poden
sintetitzar-se a partir de precursors obtinguts de la dieta. Dos sén els enzims necessaris per aquest procés: i) Desaturases: les desaturases dels acids grassos (FADS; de
I’angleés, fatty acid desaturation) son els enzims encarregats de treure dos atoms d’hidrogen de I’acid gras, creant aixi un doble enllag en una posicié especifica de la cadena
dels acids grassos. Aquest procés es veu influenciat per les propietats bioldgiques de cada acid gras o del lipid que el conté. En mamifers s’expressen les activitats
desaturases A9, A6 i A5 en funcid de la posicié on s’introdueix el doble enllag. Particularment, la desaturasa A9 actua en la sintesis d’acids grassos monoinsaturats i les
desaturases A6 i A5 actuen en la formacié d’acids grassos poliinsaturats; i ii) Elongases: per al procés d’elongacié es requereixen quatre reaccions enzimatiques:
condensacié d’una molécula d’acid gras-CoA amb una de malonil-CoA; reduccié del 3-cetoacil-CoA format; deshidratacid i, finalment, reduccié per formar el nou acil-CoA
elongat. La primera d’aquestes quatre reaccions, és la limitant en el procés, i és catalitzada pels enzims elongases (ELOVL; de I’anglés, elongation of very-long-chain fatty
acids). Actualment s’han descrit set proteines, identificades com a ELOVL1, ELOVL3, ELOVL6 i ELOVL7, que prefereixen acids grassos saturats i monoinsaturats com a
substrats, i ELOVL2, ELOVL4 i ELOVL5 que sén selectives per acids grassos poliinsaturats (Guillou et al., 2010; Moon et al., 2001).
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L’alta concentracié de l'acid gras docosahexaenoic (DHA, 22:6 n-3) a nivell cerebral fa que tingui
especial interes la seva sintesis. Aquesta no obstant, no és produida al reticle endoplasmatic com la resta
d’acids grassos (Ferdinandusse et al., 2001). Com s’observa a 'esquema anterior, la sintesis ’AGPI de
22 carbonis amb 5 o 6 insaturacions no soén sintetitzats directament per I'elongacio i saturacié dels seus
precursors. La formacié d’aquests AGPI necessiten de la B-oxidacié peroxisomal. A partir dels acids
grassos 24:5 n-6 1 24:6 n-3, aquests sén transferits del reticle endoplasmatic cap al peroxisoma, on un
unic cicle de B-oxidacié produeix l'acid gras 22:5 n-6 i el DHA respectivament (Voss et al., 1991).
Posteriorment, els acids 24:5 n-6 1 DHA s6n transportats cap al reticle endoplasmatic on sén esterificats

dins de les diferents especies lipidiques (Chen and Bazinet, 2015; Luthria et al., 1996).

Aixi doncs, 'obtencié tan del 24:5 n-6 com del DHA, especialment en el cervell, comparteixen la via
del catabolisme dels acids grassos de cadena molt llarga que es produeix en el peroxisoma
(Ferdinandusse et al., 2001; Trompier et al., 2014). La B-oxidacié peroxisomal consisteix en 4 passos
enzimatics: oxidacié, hidratacié, oxidacié i l'escissié tiolitica amb el conseglient alliberament d'un acid
gras escurcat i acetil-CoA (Wanders and Waterham, 2006). Els enzims implicats en la B-oxidacié
peroxisomal sén: ACOX (de Iangles, aey/-CoA oxidase), DBP (de 'angles, D-bifunctional protein), ACAA
(de Tangles, acetyl-Co.A C-acyltransferase) 1 SCP (de Uangles, sterol carrier protein) (Figura 11).

Figura 11. Esquema de la maquinaria de la p-oxidacié peroxisomal. Els acids grassos de cadena molt llarga (VLCFA;
de I'anglés, very long chain fatty acids) son catabolitzats en el peroxisoma per mitja de 4 passos enzimatics: oxidacid,
hidratacié, oxidacid i I'escissid tiolitica amb el consegiient alliberament d'un acid gras escurgat i acetil-CoA.
Tanmateix, la sintesis d’AGPI de 22 carbonis necessiten d’un cicle de la B-oxidacié peroxisomal.

61



INTRODUCCIO

3.3.1.2. Sintesis d’AGPI en el SNC

El cervell és un dels organs més enriquits en acids grassos de cadena llarga i insaturats, especialment
amb el DHA (Igarashi et al., 2007; Lauritzen et al., 2001; Naudi et al., 2013a). No obstant aixo, les
neurones i la glia semblen no tenir els mecanismes necessaris per participar activament en la
dessaturaci6 dels acids grassos, els quals son imprescindibles per a la biosintesis de DHA i altres AGPI

a partir dels seus precursors.

Les evidéncies disponibles suggereixen que les seves provisions procedeixen del fetge, de les cel-lules
endotelials i dels astrocits (Bazan et al., 2011). La concentracié cerebral I’AGPI depen en gran mesura
de Paportacié dietetica 1 de la sintesis periférica en el fetge a partir de precursors dels acids grassos
essencials. Tot i Pelevada sintesis en el fetge, els nivells de DHA en aquest organ es mantenen
aparentment menors que en el teixit cerebral, fet que suggereix que el DHA sintetitzat en el fetge és
transportat, mitjancant les lipoproteines del plasma, pel torrent sanguini al cervell, per mantenir els

nivells de DHA cerebral (Rapoport et al., 2007).

Draltra banda, les cél'lules endotelials microvasculars tenen la capacitat de proporcionar al cervell una
quantitat substancial de productes d’elongacié i dessaturacié de 18 atoms de carboni a les neurones. A
més, també produeixen i subministren productes de 20 atoms de carboni, com sén el 20:4 n-6 i el 20:5
n-3 a partir dels seus precursors corresponents, als astrocits i aquests son els encarregats de completar la
conversié a acids de 22 carbonis, ’acid docosapentaenoic (22:5 n-6) i el DHA, respectivament (Zhang
et al., 2011). Per tant, els astrocits son proveidors de DHA en el cervell, gracies a les cél-lules endotelials
proveidores dels precursors necessaris per a la conversié dels AGPI precursors (18:3 n-3 1 18:2 n-0) a
DHA. Aixi doncs, 'acid DHA i 'AA sén transferits pels astrocits cap a les neurones, capaces

d’assimilar i d’incorporar-les en els fosfolipids de la membrana (Moore, 1993) (Figura 12).

Tanmateix, alguns autors com Kaduce i col'laboradors (KKaduce et al., 2008) també han suggerit la
possibilitat que les neurones disposin de la maquinaria de la biosintesis dels AGPI, ates que els
requeriments de DHA per part de la neurona no estiguin condicionats a fluctuacions en el seu aport

extern i perque aixi s’autoregula el seu contingut en base a les seves necessitats funcionals.
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Figura 12. Esquema del moviment de I'acid docosahexaenoic (DHA) (22:6 n-3) a través de la unitat neurovascular i la
seva disposicié dins de les neurones i els astrocits. Els fosfolipids 22:6 n-3 (22: 6-PLS) sén absorbits per les cél-lules
endotelials de la circulacié i posteriorment sén transferits als astrocits en el SNC; des d'alla, el 22:6n-3 s'incorpora als
astrocits o bé és transferit a les neurones. Figura de (Bazan et al., 2011).

3.3.2. Senyalitzacio lipidica en el cervell huma

Una altra propietat funcional dels lipids a nivell cerebral és la generacié de mediadors lipidics. Els lipids
s6n molecules portadores d'informacié en el cervell huma (Farooqui, 2009; Piomelli, 2005; Piomelli et
al,, 2007). Els lipids de les membranes neuronals poden ser rapidament convertits en mediadors lipidics
o en missatgers secundaris, els quals sén molécules lipofiliques que faciliten els processos de
transduccié de senyals, regulen la comunicacié cel-lula-cel-lula, i controlen els esdeveniments
moleculars i cellulars en el cervell. Els mediadors lipidics sén importants reguladors endogens derivats
de la degradacié enzimatica de glicerolfosfolipids, esfingolipids i colesterol mitjancant les fosfolipases,
esfingomielinases, 1 hidroxilases del citocrom P450, respectivament. En les cel-lules neuronals, els
mediadors lipidics estan associats amb proliferacio, diferenciacié, estrés oxidatiu, inflamacié i apoptosi.
Un grup important de mediadors lipidics, que s'originen en l'oxidacié enzimatica de 1'AA i Iacid
eicosapentaenoic (EPA; de angles, eicosapentanoic acid) sén els icosanoides. Aquest grup esta format per
prostaglandines, leucotriens, tromboxans i lipoxines que s’uneixen a receptors especifics acoblats a
proteines G i vies de senyalitzacié intracel'lular que vehiculen la vasodilatacio, pressié sanguinia, dolor,
febre i inflamacio, entre altres. D’altra banda, els corresponents mediadors lipidics del metabolisme de
l'acid docosahexaenoic sén els docosanoids, els quals inclouen resolvines, protectines
(neuroprotectines) i maresins. Els docosanoids produeixen efectes antioxidants, antiinflamatoris, 1 anti-
apoptotics en el teixit cerebral. Altres mediadors lipidics derivats de glicerolfosfolipids sén els
diacilglicerols, fosfatidilinositol 1,4,5-trifosfat, factor activador de plaquetes, acid lisofosfatidic i

endocannabinoides. La degradaci6 dels esfingolipids també resulta en la generacié de mediadors lipidics

63



INTRODUCCIO

derivats d’esfingolipids, com ara la ceramida, ceramida 1-fosfat, esfingosina, i I'esfingosina 1-fosfat.
Aquests mediadors estan implicats en diferenciacié, creixement, migracié cel-lular, i apoptosi. De la
mateixa manera, mediadors lipidics derivats del colesterol, incloent, 24 i 25-hidroxicolesterol,
produeixen apoptosi. El metabolisme anormal de mediadors lipidics pot estar estretament associat amb
la patogenesi de la malaltia d'Alzheimer (Naudf et al., 2015). La Figura 13 mostra mediadors lipidics

representatius de glicerofosfolipids, fosfolipids 1 colesterol i el seu paper en el cervell huma.

Figura 13. Mediadors lipidics representatius de glicerofosfolipids, fosfolipids i derivats del colesterol, i el seu paper
en el cervell huma. Figura adapatada de (Naudi et al., 2015).

Els mediadors lipidics tenen una peculiaritat: mentre que els neurotransmissors hidrofils i els missatgers
secundaris tenen un accés limitat al nucli hidrofobic de la membrana, els lipids sén compostos
amfipatics que es generen dins de la bicapa i tenen l'opcié d’intervenir dins o bé fora dels seus limits.
En altres paraules, per aquesta classe de biomolécules la membrana és un conducte i no una barrera
(Piomelli et al., 2007). D'altra banda, podem distingir quatre caracteristiques clau de senyalitzacid
vehiculada pels lipids al cervell (Naudf et al., 2015; Piomelli et al., 2007). En primer lloc, la composicié
lipidica de la membrana confereix propietats biofisiques especifiques a les seves propies membranes,
pero també es converteix en un diposit que pot ser utilitzat per generar una série de missatgers
intracel-lulars i transcel-lulars segons la demanda, d'una manera semblant a la biosintesi de 'hormona

esteroide. En segon lloc, aquests missatgers es producixen gairebé invariablement a través d'un procés
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de "cascada" en qué una sola ruta bioquimica no produeix un, siné una sequéncia de senyals
funcionalment diferents. En tercer lloc, els senyals dels lipids poden aconseguir facilment receptors
nuclears i d'organuls en virtut de les seves propietats quimiques. Finalment, el sistema esta dissenyat per
generar redundancia com diferents mecanismes bioquimics poden ser utilitzats per generar els mateixos
mediadors lipidics. La multiplicitat de molécules informacionals necessita ser coordinada mitjancant
vies probablement derivades de la particié temporal i espacial de la senyalitzacié de lipids dins de la

distribucié heterogenia de la bicapa de membrana (Piomelli et al., 2007).

3.3.2.1. Mediadors lipidics a partir de I’acid araquidonic

Com s’ha dit anteriorment, I'AA és un precursor dels eicosanoides, incloent prostaglandines (PG) i
tromboxans, que juguen un paper important en moltes funcions fisiologiques 1 patologiques. La
biosintesi d'aquests metabolits de I'AA es produeix principalment per l'activacié de la fosfolipasa Az
(PLA2; de 'angles, Phospholipase A2) en tesposta a una amplia varietat d'estimuls. PLA, catalitza la
hidrolisi de la posici6 sn-2 dels glicerofosfolipids de membrana per alliberar PAA lliure i lisofosfolipids
(Murakami et al., 2011). Les cel'lules dels mamifers tenen estructuralment diverses formes de PLA»
incloent PLA; secretora, Ca?t + PLA; -independent i PLA; citosolica (cPLAz). Entre ells, el grup IVA
PLA: (cPLA2ay) és altament selectiu per glicerofosfolipids que contenen AA (Nakamura and Murayama,
2014). L'AA alliberat és metabolitzat a través de l'oxidacié enzimatica per les ciclooxigenases (COX),
lipoxigenases (LOX), i citocrom P450 (CYP450) per produir multiples metabolits bioactius icosanoides,
incloent prostaglandines pro-inflamatories Eo (PGEy), tromboxans B, (TXBy), leucotriens (LTBj),
lipoxines (LXAy), hidroxilases (19-HETE) i epoxigenases (11,12-EET) (Figura 14). No obstant aixo,

I’AA també pot ser metabolitzat dins la mitocondria mitjangant la B-oxidacié (Rapoport, 2014).

Com s’observa a la Figura 14 hi ha dos enzims ciclooxigenasa, la COX-1 es expressada
constitutivament i la COX-2 és I'enzim induible. Diferents tipus de prostaglandines i tromboxans, de
caracter pro-inflamatori, sén els que es generen a través de I'oxidacié6 inicial dels enzims COX. (Funk,
2001). Els leucotriens, igualment implicats en la senyalitzacié pro-inflamatoria es generen a través de les
vies de LOX (Funk and Cyrus, 2001). En cél'lules de mamifers, existeixen tres families
hidroperoxidases LOX, 5-LOX, 15-LOX, i 12-LOX, de les quals 5-LOX genera leucotriens. L’activitat
de les 15-LOX i 12-LOX genera lipoxines, de caracter antiinflamatori com a derivats de ’AA (Chen
and Bazinet, 2015; Das, 2013; Rapoport, 2014; Strassburg et al., 2012). L’oxidacié enzimatica de ’'AA a
través del citocrom p450 genera epoxids (EET) 1 diols de caracter antiinflamatori, 1
hidroxieicosatetraenoics (HETE) de caracter pro-inflamatori (Iliff et al., 2010; Strassburg et al., 2012;

Xu et al., 2013).
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Figura 14. Esquema del metabolisme de I'acid araquidonic que mostra diferents metabolits formats a partir d'ella.
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Part dels enzims que actuen en el metabolisme de ’AA, també actuen en el metabolisme d’altres AGPI
com acid linoleic, Iacid eicosapentaenoic, I'acid docosahexaenoic, ’acid dihomo-y-linolénic i I'acid a-

linolenic, tot i que els diferents substrats generen diferents productes (Figura 15).

Figura 15. Biosintesi de mediadors lipidics derivats del metabolisme de: I'acid linoleic (verd), I'acid dihomo-y-
linolenic (vermell), Pacid araquidonic (blau), I’acid eicosapentaenoic (taronja), ’acid docosahexaenoic (groc), i
I’acid a-linolénic (lila) a traves dels enzims lipoxigenasa (LOX), ciclooxigenasa (COX), i citocrom P450 (CYP450).
Figura adaptada de (Strassburg et al., 2012).
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3.3.3. Reactivitat quimica dels acids grassos

La susceptibilitat dels lipids de membrana enfront a les alteracions oxidatives és deguda a dos
caracteristiques inherents, les propietats fisicoquimiques de la membrana i la reactivitat quimica dels
acids grassos que la componen (Hulbert et al., 2007; Pamplona, 2008; Pamplona et al., 2002a). La
primera propietat esta relacionada amb el fet que 'oxigen i els radicals lliures sén més solubles en el
medi de la bicapa lipidica que en solucié aquosa (Gamliel et al., 2008; Méller et al., 2005). Aix{ doncs,
les membranes contenen una fase organica interior en la qual I'oxigen tendeix a concentrar-se. Per aixo,
aquestes diferéncies en solubilitat sén importants quan es considera la disponibilitat de 'oxigen/radicals
lliures per a reaccions quimiques dins dels sistemes vius: les regions organiques contenen més radicals
lliures que les regions aquoses i, consegientment les membranes lipidiques es tornen dianes principals
de lesi6 oxidativa. La segona propietat esta relacionada amb al fet que els AGPI sén extremadament
sensibles a 'oxidaci6 (Bielski et al., 1983; Holman, 1954). Aixi, cada un dels fosfolipids de la membrana
conté un acid gras insaturat esterificat en la posicié 2 de I'esquelet del glicerol. La majoria d’aquests sén
poliinsaturats i la preseéncia d’un grup metil entre dos dobles enllacos fa que Iacid gras sigui més
sensible a la lesié induida pels radicals lliures, augmentant exponencialment la seva sensibilitat a
loxidacié en funcié del numero de dobles enllagos per molecula d’acids gras (Bielski et al., 1983;
Holman, 1954). Aixi doncs, els AGPI amb dos o més dobles enllagos sén atacats més facilment per les
especies reactives que els AGS (sense dobles enllacos) o AGMI (un doble enllag) presents en les

cadenes laterals dels fosfolipids.

En aquest escenari, per a una membrana amb un determinat perfil en acids grassos és possible calcular
el seu index de peroxidabilitat (IP) combinant la seva composicié amb la susceptibilitat relativa dels
acids grassos individuals a la peroxidacié. Aix{ doncs, I'IP és una aproximaci6 a la susceptibilitat relativa
d’una membrana biologica amb un perfil determinat d’acids grassos a la lesié lipoperoxidativa. A major
nimero de dobles enllacos més susceptible, a menor 1P, més resistent a la peroxidaci6 lipidica és una
membrana (Pamplona, 2008). L’elevada concentracié d’AGPI en els fosfolipids de les membranes
cel'lulars neuronals i glials no solament els converteix en els principals objectius de les reaccions amb
agents oxidants siné que també possibiliten el fet de participar en reaccions en cadena vehiculades pels
radicals lliures, generant hidroperoxids lipidics (Halliwell and Gutteridge, 2007; Spiteller, 2001) (Figura
16).

Els hidroperoxids lipidics sén més hidrofilics que els acids grassos no peroxidats, 1 intenten migrar cap
a la superficie de la membrana per interaccionar amb l'aigua, fent que P'estructura, la fluidesa i altres
propietats de la membrana es vegin afectades. Els hidroperoxids que es generen durant la peroxidacié

lipidica, aixi com altres modificacions oxidatives anomenades endoperoxids, poden progressar cap a
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estats finals irreversibles que impliquen la fragmentacié dels AGPI i la generacié d’un ampli ventall
d’especies aldehidiques amb 3-9 atoms de carboni de longitud, anomenats RCS tal 1 com s’ha explicat
en Papartat 2.1. Els 2-hidroxiheptanal i 4-hidroxihexenal sén productes aldehidics generats en la
peroxidaci6é lipidica I’AGPI. A més de la formacié d’aldehids, radicals hidroperoxils de lipids es
sotmeten a endociclitzacions per produir esters d'acids grassos; dos classes d'aquests acids grassos
ciclats sén els isoprostans i els neuroprostans (Sultana et al.,, 2013). Tots aquests compostos s'han
detectat, caracteritzat i localitzat (per espectrometria de masses i immunohistoquimica) en el cervell

huma.

Figura 16. Esquema de les reaccions principals que es produeixen durant la peroxidacié lipidica.

Aquests compostos tenen funcions fisiologiques especifiques de senyalitzacié que indueixen respostes
d’adaptacié per disminuir el dany oxidatiu i millorar les defenses antioxidants (Higdon et al., 2012;
Pamplona, 2011, 2008). A nivell antioxidant, tot i els mecanismes anteriorment nombrats, cal una
menci6 especial al paper protector del DHA mitjancant la regulacié dels nivells de GPx4 (de 'angles,
phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidasa) (Casafias-Sanchez et al., 2015). GPx4 és capa¢ de restaurar
estats reduits dels acids grassos dels fosfolipids de membrana, garantint la seva homeostasi (Brigelius-

Flohé, 2006; Conrad et al., 2007; Imai and Nakagawa, 2003).

Tanmateix, les membranes de cel-lules neuronals i glials sén entitats dinamiques, heterogenies i
asimetriques que requereixen ajustos continus en l'estructura quimica i la forma molecular dels seus

constituents lipidics, en particular dels fosfolipids i dels esfingolipids. Aixi doncs, els lipids de
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membrana es sotmeten continuament a cicles molt rapids de desacilacié i reacilacié -és a dir, els acids
grassos de fosfolipids estan sent retirats 1 substituits tant en el carbonil sn-1 com en el sn-2 de la cadena
principal de glicerol del lipid continuament-. Aquest procés es descriu com "la remodelacié de la
membrana" i és la raé fonamental per la qual les membranes poden respondre molt rapidament als
canvis interns i externs (Figura 17), aixi com per al control de qualitat de la composicié de lipids de

membrana.

Figura 17. Esquema del cicle desacilacié i reacilacié. Figura adaptada de (Yamashita et al., 2014)

4. ESTRES OXIDATIU I ENVELLIMENT DEL SISTEMA NERVIOS
CENTRAL

Una caracteristica constant del cicle vital dels organismes multicel-lulars és que les etapes inicials de
P'ontogenia, composta per 'embriogenesi, el creixement, i la maduracié reproductiva, en la qual els
parametres fisiologics arriben als seus nivells maxims, son seguides per una fase de declivi inexorable de
la seva capacitat homeostatica que té la seva ultima expressié en la mort de lorganisme. Aquest
deteriorament funcional i progressiu en la fase post-reproductiva s’anomena convencionalment “procés

d’envelliment” (Naudi et al., 2014).

Una teoria amb capacitat explicativa i predictiva del procés d’envelliment s’hauria d’ajustar a les
caracteristiques basiques del procés, exposades pel biogerontoleg Bernard Strehler (Strehler, 1962):
Penvelliment és un procés progressiu, endogen i deleteri per lindividu. El caracter progressiu de
Penvelliment comporta que els mecanismes basics han d’estar presents durant tota la vida, tant en
individus joves com en individus d’edat avangada. L’envelliment és un procés endogen; fet que expressa

que els factors exogens -per exemple, la radiacié ultraviolada i els oxidants de la dieta- no sén la causa
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del procés intrinsec d’envelliment, tot i que no exclou que puguin interaccionar amb les causes
endogenes potenciant o reduint els seus efectes. El caracter endogen de 'envelliment significa que la
velocitat o taxa d’envelliment de les diferents espécies animals, 1 per tant, de la seva longevitat maxima,
esta genotipicament determinada -la longevitat maxima de I'especie humana esta entre 120-125 anys-.
Aquest fet explica perque diferents especies animals envelleixen a velocitats molt diferents en ambients
similars. Per contra, la longevitat mitja o expectativa/esperanca de vida, calculada a pattir del temps que
viu cada individu, esta modulada per 'ambient i en un menor grau pel genotip -I'expectativa de vida de
Pespecie humana, en els paisos industrialitzats, és de 80 anys-. Aquesta és la ra6 de perqué molts factors
ambientals compresos en 'estil de vida tals com els antioxidants, el contingut en grassa saturada de la
dieta, i la vida sedentaria, sén tan importants per a la determinacié de I'expectativa de vida. I a la
inversa, independentment del que mengi per exemple un elefant, mai envellira a la velocitat d’un ratoli
sa, 1 cap dieta fara que un ratoli pugui sobreviure 85 anys. Aixi doncs, les diferencies interindividuals en
Pexpectativa de vida dins d’una espécies donada, no s’hauria de confondre amb les variacions

interespecies en la longevitat maxima (Naudi et al., 2014; Pamplona and Barja, 2011).

Sén moltes, pero, les teories que al llarg de la historia de la humanitat intenten explicar el procés de
Penvelliment des de diferents punts de vista. Existeixen revisions, com la realitzada per Medvedev al
1990 (Medvedev, 1990) o Yin i Chen al 2005 (Yin and Chen, 2005), que enumeren i expliquen diferents
teories proposades per diferents camps de la biologia i inclis d’altres ciencies no matematiques. Entre
totes aquestes teories, la que actualment té major suport per part de la comunitat cientifica i és
confirmada per nombroses proves teoriques 1 experimentals que encaixen amb els principis de Strehler
és la “Teoria Mitocondrial de ’Envelliment per Radicals liures” (Harman, 1972), que proposa que
Pacumulacié de dany per 'accié dels radicals lliures produits durant el metabolisme cel'lular sén la

causa de 'envelliment. Una descripcié detallada dels estudis realitzats es troben en revisions com

(Pamplona and Barja, 2011, 2007).

Totes les cel'lules del SNC es troben afectades pel procés d’envelliment, com es pot constatar pel
declivi amb el temps de les funcions sensorials, motores i cognitives (Mattson and Magnus, 2006).
Aquest declivi és degut a multitud de canvis perjudicials, que disminueixen les capacitats funcionals
maximes 1 '’homeostasi, 1 incrementen la probabilitat d’experimentar processos degeneratius —com la
malaltia d’Alzheimer o Parkinson, entre moltes altres-, que finalment porten a la mort. Tots aquests
canvis probablement s’originen a partir d’un petit nombre de causes basiques que operen de forma
continua durant tota la vida i determinen la taxa d’envelliment, que és especifica d’espécie, teixit 1 tipus
cel'lular (Pamplona and Barja, 2011). Tot i el progrés en el coneixement de la biologia molecular i la
fisiopatologia dels desordres neurodegeneratius, la naturalesa dels mecanismes que causen l'envelliment

iels canvis que transcorren durant Penvelliment encara no estan clars.
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L’envelliment cerebral és un procés molt complex que implica alteracions dels mecanismes moleculars,
com la reduccié de la funcié mitocondrial, augment de l'estrés oxidatiu, autofagia, acumulacié d'agregats
de proteines ubiquitinitzades, aix{ com [lalteraci6 de la senyalitzaci6 de nombroses vies de

neurotransmissors i factors neurotrofics (Bishop et al., 2010; Mattson and Magnus, 2000).

Les cel'lules en el sistema nervids es veuen afectades per i en resposta a ’'edat molt més que les cel-lules
daltres organs sistemics, de manera que les cel'lules en el cervell experimenten un progressiu augment
de les conseqiiencies de P'estrés oxidatiu -alta oxidacié a lipids, acumulacié de proteines danyades i
lesions en els seus acids nucleics-, i una pertorbacié en 'homeostasi energetica (Ferrer, 2009a; Jové et
al., 2014; Martinez et al., 2010; Naud{ et al., 2015). El cervell és especialment vulnerable als efectes de la
generacié de ROS, tant a nivells normals com a nivells augmentats, a causa que el cervell: i) consumeix
altes quantitats d’oxigen; ii) té quantitats relativament baixes dels sistemes generals de defensa
antioxidants en comparacié a altres tipus de teixits; iii) conté molts metalls de transicié que poden
ajudar al cicle redox; i iv) és molt ric en AGPI. Els AGPI en particular sén diana dels ROS,; i la seva
oxidacié condueix a la produccié de productes neurotoxics de peroxidacié de lipids com sén el 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE) i el malondialdehid (MDA) (Naud{ et al., 2015). Aquests efectes perjudicials
s6én manifestats d’una manera més important en teixits post-mitotics, com ¢és el cas del SNC (Martinez
et al., 2010), ja que les cel'lules es troben lesionades irreversiblement o es perden al no poden ser
reemplacades mitjancant la mitosis de les cel-lules que estan intactes. Tanmateix, aquests canvis durant
Penvelliment normal es troben exacerbats en poblacions neuronals vulnerables en els desordres
neurodegeneratius (Dalfé et al., 2005; Fourcade et al., 2008; Ilieva et al.,, 2011, 2007; Martinez et al.,
2008; Muntané et al., 2006; Pamplona et al., 2008, 2005b).

L’augment progressiu de les modificacions oxidatives durant 'envelliment en les bases d’ADN, les
proteines 1 els lipids, juntament amb lalteracié en lactivitat enzimatica de proteases citosoliques,
lisosomes i del proteasoma desencadenen una perdua de funcié i integritat estructural de les molécules,
fet que condueix a la disfuncié cel'lular, dany tissular i finalment la mort (Mattson and Magnus, 2000).
Les disminucions en la funcié mitocondtrial sovint han estat associades amb l'envelliment en general, i
particularment amb l'envelliment del sistema nervids (Ferrer, 2009a; Martinez et al., 2010). Les mesures
de les activitats enzimatiques mitocondrials en mostres de teixit cerebral han revelat disminucions
significatives en I'activitat del complex piruvat deshidrogenasa, isocitrat deshidrogenasa i el complex a-
cetoglutarat deshidrogenasa en pacients amb malaltia d’Alzheimer en comparacié amb individus control
(Ferrer, 2009a). L'activitat del complex I mitocondrial disminueix en el cervell durant I'envelliment
normal, pero molt més en la malaltia de Parkinson (Ferrer, 2009b). A més de les alteracions en les
mitoconderies, les neurones també mostren alteracié en la captacié de glucosa durant l'envelliment

normal, comprometent encara més la seva capacitat per mantenir I'homeostasi d’ions i altres processos
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cellulars dependents d'energia. No obstant aixo, recentment s’ha descrit que el factor de transctipcid
REST (de Pangles, repressor element 1-silencing transcription factor) és induit en envelliment del SNC i regula una
xarxa de gens que intervenen en la mort cel'lular i en la resistencia a l'estrés i a la malaltia d’Alzheimer (Lu

etal, 2014).

4.1. Vulnerabilitat neuronal selectiva

El deteriorament de l'estructura i funcié del cervell huma adult durant I'envelliment no sembla ser
uniforme en tot el cervell. Conseglientment, 'envelliment del cervell huma es podria considerar com un
procés heterogeni probablement subjecte a una vulnerabilitat neuronal selectiva especifica de regié — i
de cellula- (Jové et al., 2014; Mattson and Magnus, 2006; Wang and Michaelis, 2010). Per definicio, la
vulnerabilitat neuronal selectiva es refereix al fet que certes poblacions neuronals sén més vulnerables a
les lesions o a la mort sota condicions adverses, mentre que altres neurones son relativament més
resistents a les tensions de 'ambient. La vulnerabilitat selectiva d’algunes neurones es manifesta sovint
en canvis en lestructura i funcionament que poden o no, conduir a la mort cel'lular. Per exemple, les
neurones vulnerables sovint pateixen una perdua de dendrites que condueixen a un deteriorament
significatiu de la transmissié sinaptica, pero les cel'lules encara poden sobreviure durant un temps en
aquest estat alterat. Per tant, la comprensié dels mecanismes subjacents de la vulnerabilitat neuronal
selectiva és un pas essencial per desenvolupar estrategies per moderar 'impacte de 'envelliment en la
qualitat de vida humana en general. En aquest marc, és plausible la hipotesi que les diferencies entre
regions en I’homeostasi de lestres oxidatiu del cervell huma podrien ser responsables d’aquesta

vulnerabilitat neuronal selectiva i, a al seu torn, conduir a diferents taxes d’envelliment.

L’envelliment del cervell huma no afecta totes les neurones per igual. Aixi, per exemple, en 'hipocamp,
les neurones a la regié CA1 sén vulnerables a l'envelliment cerebral, peto les propetes a la regié CA3 els
danys a les neurones no sén tant greus com a les neurones CA1 (Giannakopoulos et al., 1998; Mueller
et al.,, 2007; O’Banion et al., 1994). A més, un perfil de perdua selectiva de sinapsis 1 neurones en certes
regions del cetvell s'ha descrit en el procés d'envelliment (Mortison et al.,, 1998; Motrison and Hof,
1997; Terry et al., 1987). Aquests estudis s’han realitzat, en la seva major part, a nivell histologic i s'han
identificat relativament pocs canvis neuroquimics que correlacionen amb la vulnerabilitat neuronal o la

resisténcia a lesions de 1'edat o lesions o a la mort.

Mesuraments volumetriques del cervell (mitjancant técniques no invasives com ara imatges estructurals
del cervell i la ressonancia magnetica funcional), aixi com la tomografia per emissié de positrons (PET;
de Tangles, positron emission tomography) 1 les mesures de la taxa metabolica cerebral de la glucosa

(CMRglc; de Tangles, cerebral metabolic rate of glueose) reforcen la idea que l'envelliment afecta algunes
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regions del cervell més que altres. A més dels canvis de volum en determinades regions del cervell
durant l'envelliment [l'escor¢a cerebral, el nucli estriat, i el cerebel sén les regions més vulnerables a la
perdua de volum depenent de I'edat, mentre que les escorces sensorials primaries -com 'escor¢a visual-,
l'escorca entorrinal, el paleostriatum, i la protuberancia mostren molt menys encongiment (Raz and
Rodrigue, 2006; Raz et al, 2007)] s'ha demostrat que l'escor¢a frontal és la regié amb la major
disminucié de CMRglc en comparacié amb tota la resta de regions en 'escorca o en components
subcorticals en Penvelliment cerebral (Loessner et al., 1995; Reiman et al.,, 2010). Aquests canvis en
l'activitat metabolica en certes arees corticals durant l'envelliment sén relacionats amb l'expressio
neuronal alterada d'alguns enzims clau que controlen l'estat metabolic global de les neurones i les
cel'lules glials associades, o bé sén el resultat de l'activacié alterada de la sinapsis o dels efectes
pertorbadors d’una anormal excitabilitat neuronal durant l'envelliment (Wang and Michaelis, 2010).
L’analisi d'expressié de gens, en combinacié amb els estudis de neuroimatge, aix{ com investigacions
histologiques detallades, estan proporcionant noves finestres en els canvis moleculars i cel'lulars que
podtien explicar aquests patrons diferencials de susceptibilitat neuronal del procés d'envelliment (Wang
and Michaelis, 2010). També s'ha de fer émfasi que les perdues neuronals durant l'envelliment fins i tot
en regions sensibles, sén relativament modestes, mentre que les disminucions en el nombre de sinapsis
en les mateixes regions semblen ser una caracteristica més prominent de l'envelliment cerebral.
Aquestes observacions han portat a l'afirmacié que la major part del declivi funcional associat amb
l'envelliment normal és causat per canvis relativament subtils, com la pérdua de dendrites, reduccions
en la densitat de la columna vertebral, morfologia alterada en la columna vertebral, o canvis en el perfil
molecular de les sinapsis (Burke and Barnes, 2006; Mattson and Magnus, 2006; Morrison and Hof,
2002; West et al., 1994).

Per tal d'estudiar com les regions cetrebrals dels humans responen diferencialment a les tensions
associades amb l'augment de 'edat, alguns investigadors han utilitzat enfocaments genomics funcionals
(Berchtold et al., 2008; Evans et al., 2003; Khaitovich et al., 2004; Liang et al., 2007). Aquests estudis
han proporcionat un major suport per al concepte d'heterogeneitat regional pel que fa a les taxes
diferencials dels canvis associats amb l'envelliment. D'altra banda, aquests treballs demostren que les
categories ontologiques més prominents entre els gens expressats diferencialment sén de senyalitzacié
intracel-lular, neurogenesi, transmissié sinaptica, regulacié de factors de transcripcié i regulacié d’ions
de calci [Ca?']. Tanmateix, no disposem de dades que ens indiquin canvis lipidics associats amb

Ienvelliment, ni existéncia de diferencies lipidiques entre regions.
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5. RESTRICCIO DIETARIA I ENVELLIMENT

La restricci6 dietética pot preservar la funcié mitocondrial en l'envelliment, segons sembla, mitjancant
la reducci6 de la produccié de ROS 1 el dany oxidatiu molecular (Caro et al., 2008b; Pamplona and
Barja, 2007, 2006; Pamplona, 2008; Portero-Otin and Pamplona, 2006; Sanz et al., 2006a, 2006d), i pot
protegit a les neurones de ser lesionades per 'toxines endogenes' mitocondrials. Si els processos
d'envelliment sén centrals per a tots els trastorns neurodegeneratius, llavors seria d'esperar que una
intervencié que retarda aquest procés també podria protegir contra trastorns neurodegeneratius. Els
estudis sobre els efectes de la restriccié dietética d'una manipulacié que poden retardar l'envelliment de
processos en rosegadors, micos 1 éssers humans, indiquen que aquest podria ser el cas (Colman et al.,
2009; Pamplona and Barja, 2006; Redman and Ravussin, 2011). Les dietes baixes en calories, la
restriccié de metionina i el dejuni intermitent retarden les manifestacions fisiologiques de l'envelliment i
prolonguen l'esperanca de vida mitjana i maxima de rosegadors fins a un 40 %, aixi com la vida util dels
primats, i també podria augmentar l'esperanca de vida humana. Deéficits relacionats amb l'edat en la
funcié cognitiva i motora, i l'augment d'estres oxidatiu i dany molecular, es redueixen en els animals
mantinguts en la restriccié dietetica en comparacié amb les dietes ad /Jbitum. A més de protegir les
neurones contra la disfuncié i la degeneracié en models animals pertinents a la malaltia d’Alzheimer, la
malaltia de Parkinson, la malaltia de Huntington i en accidents cerebrovasculars, la restriccié dietetica
millora la produccié de BDNF (de Tangles, brain-derived nenrotrophic factor) 1 la neurogénesi, que sén
processos que poden, en part, contrarestar la disfuncié relacionada amb l'edat i la degeneracié dels

circuits neuronals (Del Arco et al., 2011)

5.1. Restriccio calorica

La restriccié calorica (RC, (McCay et al., 1935)), sense malnutricid, segueix sent la intervencid
experimental no genetica més ben estudiada, capa¢ de disminuir la taxa d’envelliment i d’augmentar la
longevitat maxima en especies tant diferents com son els llevats, rotifers, dipters, aranyes, nematodes,
peixos, rosegadors i primats (Colman et al., 2009; Mair and Dillin, 2008), i té efectes beneficiosos per a
la salut, reduint 'aparici6 de malalties associades a l’edat tals com el cancer, obesitat, diabetis,
sarcopenia i malalties autoimmunes, cardiovasculars 1 neurodegeneratives en ratolins, rates, aix{ com en
primats i humans (Jang et al., 2012; Martin et al., 2006; Mattson, 2002; Weindruch, 2003; Weindruch et
al., 1988). Particularment a nivell cerebral s’ha demostrat que la RC és capag d’atenuar els deficits
funcionals del cervell relacionats amb I’edat i és capa¢ de protegir de la disfuncié i mort neuronal en
models animals de malalties neurodegeneratives com el Parkinson i ’Alzheimer (Bomfim et al., 2012;

Martin et al., 2000).
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En simis Macaco Rhesus s’ha observat que la RC del 30 % disminueix considerablement la mortalitat
relacionada amb ’edat (des del 13 al 37 %), neoplasies (50 %), malalties cardiovasculars (50 %), diabetis
1 atrofia cerebral associada a I’edat (estudi de Wisconsin, (Colman et al., 2009)). Particularment, la RC en
els simis Macaco Rhesus ha posat de manifest una correlacié entre la preservacié del volum i la
microestructura del cervell amb una menor acumulacié de ferro (Kastman et al., 2010), amb menor
quantitat de citocines proinflamatories circulants (Willette et al.,, 2013), millora de sensibilitat a la
insulina (Willette et al., 2012), i una reducci6é d’astrogliosis perd no de la carrega de plaques amiloides
(Sridharan et al., 2013). No obstant aixo, un altre estudi de RC en simis Macaco Rhesus no mostra cap
efecte en la seva longevitat (estudi NIA, (Mattison et al., 2012)). La ra6 de la discrepancia entre els dos
estudis de llarga durada amb primats (Colman et al., 2009; Mattison et al., 2012) radica principalment en
el disseny experimental, ja que els grups controls de tots dos estudis van ser tractats de manera diferent:
1) els animals control de I'estudi de Wisconsin van ser alimentats ad /bitum mentre que en 'estudi NIA
van estar alimentats amb una quantitat fixa inferior a ad /Zbituns; 1 2) les dietes utilitzades en tots dos
estudis van ser diferents. L’estudi de Wisconsin va utilitzar dietes semipurificades, evitant aix{ la
presencia de substancies desconegudes, mentre que lestudi NIA no. D’altra banda, hi ha altres
diferencies en la composicié de les dietes entre els dos estudis que poden haver afectat en els resultats
finals. Per tant, tenint en compte totes aquestes consideracions, amb la informacié disponible, sembla
ser que la RC és beneficiosa sobre la mortalitat i les malalties degeneratives també en primats superiors,
encara que son necessaris més estudis per resoldre quins sén els efectes de la RC en primats i éssers

humans.

En humans la RC també sembla tenir efectes beneficiosos similars als observats en animals (Fontana et
al,, 2010). Aquesta intervencié nutricional durant una mitjana de 6 anys en humans -de 3 a 15 anys del
32 % de RC- va evidenciar proteccié contra la perdua de la capacitat d’aprenentatge i la memoria,
I'obesitat, resistencia a la insulina, hipertensié, inflamacid, aterosclerosis i es va associar amb molts dels
canvis hormonals implicats en la senyalitzacié d’efectes antienvelliment de la RC en rosegadors
(Fontana et al., 2010; Meyer et al.,, 2000). Altres estudis a curt termini mostren una disminucié de la
insulina en dejd, la temperatura corporal i el dany a PADN (Heilbronn et al., 2006), disminucié dels
factors de risc per a l'arteriosclerosi i diabetis (Holloszy and Fontana, 2007), disminucié de malalties
cardiovasculars 1 possibles cancers (Omodei and Fontana, 2011) i disminucié de malalties

neurodegeneratives (Barger et al., 2003).

Tot i que la RC 1 els seus efectes sén objecte d’estudi des de fa molts anys, no es coneixen els
mecanismes que provoquen l'increment de la longevitat. Les evidencies ens demostren que la limitacié
a Palimentacié perllonga 'esperanca de vida al llarg de l'escala evolutiva -des de llevats fins a primats- i

sembla que la longevitat és determinada amb una mena de regulacié metabolica, a través d'un complex
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conjunt de respostes de cel'lules autonomes i de cel'lules no autonomes, encara lluny de ser aclarides.
Entre les hipotesis proposades, les més rellevants, han estat la disminucié en la produccié mitocondrial
de ROS (Batja, 1993; Gredilla and Barja, 2005; Pamplona and Barja, 2000) i canvis en les vies de
senyalitzacions: Insulina/IGF-1, mTOR i sirtuines (Harrison et al., 2009; Mair and Dillin, 2008; Selman
et al., 2008).

La primera d’aquestes hipotesis es troba recolzada pels resultats obtinguts en estudis comparatius, en
que es demostra que hi ha una relacié causal entre la produccié mitocondrial de ROS 1 la velocitat de
Penvelliment. A més a més, els nivells de produccié mitocondrial de ROS s6n menors en les espécies
longeves 1 en rosegadors amb RC (Gredilla and Barja, 2005). A llarg termini, la RC del 40 % disminueix
la produccié mitocondrial de ROS en diferents teixits, com el cervell, cor i fetge en rata i ratoli (Gredilla
and Barja, 2005; Hagopian et al., 2011; Sanz et al., 2005). No obstant aixo, despres d’una intervencio a
curt termini de RC (de 6 — 7 setmanes a 4 mesos), la disminucié de la produccié mitocondrial de ROS
es produeix o no depenent del teixit estudiat (Gredilla and Barja, 2005; Gredilla et al., 2002). S'ha
trobat que 6-7 setmanes de RC n'hi ha prou per disminuir la produccié mitocondrial de ROS i el dany
oxidatiu a I'ADN mitocondrial en el cas de fetge de rata (Gredilla et al., 2001a), mentre que altres
organs requereixen temps més llargs de RC per mostrar aquests efectes (Gredilla et al., 2002).
Tanmateix, ni l'expressié (Weindruch et al., 2001), ni l'activitat (Jang et al., 2012; Sohal et al., 1994) dels
enzims antioxidants SOD, catalasa o GSH peroxidasa varia d'una manera consistent en la RC, ni en els
organismes genéticament manipulats longeus (Page et al., 2010). Tampoc s'han observat canvis acusats
en la reparacié de 8-0xodG en 'ADN mitocondrial (a través de la via de reparacié per escissié de bases

mitocondrials) (Stuart et al., 2004).

Tot i que el complex I i el complex 111 sén els principals generadors de ROS, la RC només disminueix
significativament la produccié mitocondrial de ROS en el complex I mitjancant una reduccié de la seva
concentraci6 i la fuita de radicals lliures (Gredilla and Barja, 2005). Es a dir, el complex I d’aquests
animals restringits és especialment efica¢ evitant la produccié de ROS i conseglientment es produeix
menor dany oxidatiu a les diferents macromolecules, especialment a PADN mitocondrial, reduint-se el
nombre de mutacions i la taxa d’envelliment (Lambert et al., 2004; Pamplona et al., 2002b). Aquests
canvis es produeixen en les mitocondries de cervell de rata, fetge i cor procedents d'animals amb RC

(Gredilla et al., 2001a, 2001b; Lopez-Tortres et al., 2002; Sanz et al., 2005).

5.2. Restriccio Proteica i de metionina

Després de molts anys pensant que efecte de la RC, responsable d’augmentar la longevitat, venia donat

exclusivament per la quantitat de calories ingerides, diversos estudis varen comencgar a qiestionar-ho
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(Iwasaki et al., 1988; Lopez-Totres and Barja, 2008; Mair et al., 2005; Miller et al., 2005; Orentreich et
al., 1993; Piper et al,, 2011; Richie et al., 1994; Sun et al., 2009). Els resultats d’aquestes investigacions
evidenciaven que part dels efectes de la RC en l'increment de la longevitat era degut a la disminucié de
certs components de la dieta (Pamplona and Barja, 2006). Mentre que la informacié disponible no
indica que la restriccié de carbohidrats i la restriccié lipidica augmenti la longevitat (Khorakova et al.;
Ross, 1976; Shimokawa et al., 1996), la restriccié6 proteica (RP) si que indueix un increment de la
longevitat en rosegadors (Horakova et al., 1988; Miller and Payne, 1968), un descens en la produccié
mitocondrial de ROS (Sanz et al., 2004), i millora els nivells de triglicerids, d’insulina i la tolerancia a la
glucosa en rosegadors (Solon-Biet et al, 2015). No obstant aixo, la mitjana de lincrement de la
longevitat (19,6 %) i la millora dels nivells és inferior a lincrement produit per una RC del 40 %
(incrementa al voltant d’un 40 %). Aixi doncs, probablement la RP és la responsable de la meitat del

efecte de Ia RC.

Aquest fet va fer pensar que I'efecte de la RP, en la disminuci6 de la produccié de ROS i la consegiient
extensié de la longevitat, es podria deure a la restriccié d’algun aminoacid concret. De fet, s’ha
demostrat que la restriccié del 80 % en metionina (RMet), sense una restriccié energética, incrementa la
longevitat en rates (Orentreich et al., 1993; Richie et al., 1994) 1 en ratolins, inclis quan la intervencié
s’inicia en edats avancades (12 mesos d’edat) (Sun et al., 2009), amb una extensi6 similar a la produida

en la RP (al voltant del 18 %).

La RMet isocalorica (del 80 % i del 40 %), aplicada a rates joves durant 7 setmanes, s’ha observat que
redueix la produccié mitocondrial de ROS (principalment en el complex I), la fuita de radicals lliures, el
contingut de complex I, dany a PADN mitocondrial, i els nivells de marcadors especifics de
modificacions oxidatives, glicoxidatives i lipoxidatives a proteines en les mitocondries de cor de rata
(RMet del 80 % (Sanchez-Roman et al., 2011; Sanz et al., 2006a)) i de fetge (RMet del 40 % 1 80 %
(Caro et al, 2008a)), de manera similar al que passa després de 7 setmanes de RMet al 40 % en
mitocondries de rony6 i cervell de rata (Caro et al., 2009b; Naudi et al., 2007). D’altra banda, estudis
realitzats en el nostre grup han evidenciat que la RMet és capa¢ de modificar el metabolisme lipidic en
dos regions del SNC medul‘la espinal i escor¢a frontal- i el fetge, i consegiientment disminueix els

marcadors de dany oxidatiu derivat de lipoxidaci6 (Jové et al., 2013).

A més a més d’allargar la longevitat mitjana i maxima, la RMet del 80 % és capag de reduir la incidencia
de malalties degeneratives associades amb I’edat i disminuir els nivells en sang de glucosa, insulina, IGF-
1, triglicerids, colesterol 1 leptina (Perrone et al., 2013). Tanmateix, la RMet atenua els canvis associats

amb P'edat del sistema immunitari 1 disminueix el desenvolupament de cataractes i els nivells d’estres
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oxidatiu mitocondrial. D’altra banda, evidéncies recents han mostrat que la RMet pot ser una important

estratégia per inhibir el creixement de determinats tumors (Sanchez-Roman and Batja, 2013).

Tanmateix, existeixen altres evidencies que suggereixen que la metionina o els seus metabolits poden
estar involucrats en 'envelliment i la longevitat. En aquest context, en contra dels efectes beneficiosos
de la restriccié de metionina, les evidencies mostren que una ingesta excessiva de metionina en la dieta
suposa un dany en els organs vitals 1 incrementa estres oxidatiu en els seus teixits (Gomez et al., 2011,
2009). De fet, estudis més recents a nivell cerebral mostren com la suplementacié de metionina indueix
Paugment dels nivells d’homocisteina i conseqientment causa una perdua de la cognicié cerebral i

sinaptotoxicitat (de Rezende and D’Almeida, 2014; Kalani et al., 2014).

5.2.1. Importancia de la metionina

La metionina és un aminoacid essencial en la dieta i juga un paper clau i Unic tant en lestructura de les
proteines com en el metabolisme cel lular. Es un dels quatre compostos sulfurats més comuns; els
altres tres son la cisteina, ’homocisteina i la taurina. D’aquests, només la cisteina, conjuntament amb la
metionina, formen part de les proteines. L’homocisteina apareix com a intermediari metabolic en el

metabolisme de la metionina i la taurina apareix en el catabolisme de la cisteina (Lehninger et al., 2005).

L’estructura de la metionina esta caracteritzada per un grup metil unit covalentment a un atom de softre,
tret quimic important per les seves funcions estructurals i metaboliques. Es Paminoacid més hidrofobic
gracies al seu grup metil de la cadena lateral. Aixo explica el fet que més de dos tercos dels residus de
metionina de les proteines globulars es troben en linterior hidrofobic de les mateixes (Brosnan and
Brosnan, 2006). Per tant, la resta dels residus de metionina, que es troben en la superficie, sén
susceptibles a ser danyats pels ROS, oxidant 'atom de sofre i formant sulfoxid; a més a més, en

dominis proteics de membrana, la metionina es troba sovint interaccionant amb la bicapa lipidica.

5.2.2. Metabolisme de la metionina

A part dels seu paper estructural, ]a metionina juga un paper molt important en la sintesi proteica i com
a precursora de la molécula portadora de grups metil. D’una banda, la metionina té un paper essencial
com aminoacid iniciador de la sintesi de proteines en organismes eucariotes. 1 d’altra banda, la
metionina és metabolitzada mitjangant vies de transmetilacio 1 transsulfuracié (Figura 18). En la via de
la transmetilacid, la metionina té funcions metaboliques claus com a servidora, mitjancant la S-adenosil-
metionina (SAM), de grups metil per a totes les reaccions biologiques de metilacié conegudes, amb
Pexcepcié de les reaccions de metilacié de I'homocisteina (Stipanuk, 2004). El metabolit SAM és

essencial degut a la seva funcié de donador de grups metils ja que esta involucrat en un gran nombre de

79



INTRODUCCIO

processos biologics. Posteriorment, SAM ¢és hidrolitzat formant homocisteina i adenosina. Les
metilacions dependents de SAM sén essencials per i) la biosintesi de fosfolipids, particularment
fosfatidilcolina, com també d’una varietat de components cel-lulars que inclouen la creatinina,
epinefrina i la carnitina; ii) la modificacié de macromolécules com les proteines, RNA i ADN com a
mecanisme per establir i mantenir patrons d’expressié genica especifics de teixit; iii) la detoxificacié de
xenobiotics; 1 1v) inactivacié metabolica de neurotransmissors (per exemple, les catecolamines,

epinefrina, norepineftina i dopamina).

La homocisteina pot ser remetilada a metionina, gracies al metil-tetrahidrofolat (Metil-THF) que prové
del metabolisme de l’acid folic, difusament mitjangant 'enzim metionina sintasa o bé especificament
per lenzim metiltransferasa d’homocisteina betaina (BHMT; de Dangles,  betaine-homocysteine
methyltransferase), que catalitza la reaccié d’homocisteina utilitzant el metabolit de colina —betaina- com a
donador de grups metil. L’homocisteina que no és remetilada, s’'uneix amb la serina per formar
cistationina (Verhoef et al., 2004). Aquest pas permet la degradacié de la metionina per la via de la
transsulfuracié. La cistationina s’uneix a I'atom de sofre per formar cisteina. D’aquesta forma, el sulfur
procedent de la metionina o de la cisteina acaba sent oxidat a través de les vies cataboliques de la

cisteina fins als productes finals de sulfat i taurina, que sén excretats en I'orina.

Figura 18. Esquema del metabolisme de la metionina. Abreviacions: SAM, S-adenosil-metionina; SAH, S-adenosil-
homocisteina; ATP, adenosina-5'-trifosfat; Pi, fosfat inorganic; PPi, pirifosfat inorganic; THF, tetrahidrofolat; i Metil-
THF, metil-tetrahidrofolat.

Aquest metabolisme de la metionina —integrat per les vies de transmetilacio i transsulfuracio- juntament
amb el cicle de folat formen part del metabolisme d’un carboni. Una manera de conceptualitzar el paper

del metabolisme d’un carboni en la fisiologia cel-lular és que funciona com un integrador metabolic de
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Pestat de nutrients. Per al metabolisme d’un carboni, la integracié es duu a terme a través de la donacié
d’unitats de carboni a partir d’aminoacids, incloent serina i glicina, glucosa i vitamines, 1 es distribueixen
a través d’una serie de reaccions quimiques per al seu us en diversos processos cel'lulars que inclouen la
biosintesi cel-lular, la regulacié de P'estat redox, la regulacié de 'epigenética a través de I’acid nucleic i la

metilacié de proteines, 1 el manteniment del genoma a través de la regulacié del conjunt de nucleotids

(Locasale, 2013).
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6. HIPOTESI I OBJECTIUS

6.1. Hipotesi de partida

El procés d’envelliment causa nombrosos canvis deleteris a tots els nivells d’organitzacié biologica,
reduint les capacitats funcionals maximes i ’homeostasi, i augmentant la probabilitat de patir processos
degeneratius, fins a conduir a la mort. Tots aquests canvis tenen provablement el seu origen en un petit
namero de causes basiques, com pot ser Iestrés oxidatiu, que continuament operen al llarg de tota la
vida i determinen la taxa d’envelliment, que és especifica del tipus cel'lular, teixit i especie. Ates que el
SNC no ¢és una excepcid, les neurones també estan afectades per, i responen adaptativament a
Penvelliment com ho fan les cél-lules d’altres organs i sistemes. No obstant, malgrat que 'envelliment
impacta sobre les funcions de la majoria de poblacions neuronals, no tots els grups neuronals estan
afectats al mateix temps i en el mateix grau. De fet, es desconeixen les caracteristiques de les diferents
regions del SNC, i en aquest context postulem lexistencia d’una vulnerabilitat neuronal selectiva

diferencial a ’envelliment entre poblacions neuronals.

Totes les cél-lules del SNC estan exposades a un elevat flux d’estres oxidatiu i conseqiientment durant
Penvelliment, el SNC hauria de patir un augment de la lesié oxidativa i perdua de I’homeostasi
energetica. No obstant, es desconeix si aquests canvis durant envelliment sén progressius, aixi com la
perdua gradual del metabolisme energetic durant Penvelliment del SNC. En aquest sentit, caldria
esperar que aquelles intervencions nutricionals com la restriccié dietaria (calorica, proteica i de
metionina) que indueixen un augment de la longevitat mitja 1 maxima en diferents espécies animals,
protegissin i alhora alentissin el procés d’envelliment i el desenvolupament de malalties
neurodegeneratives. Deficits relacionats amb I'edat en funcions motores i cognitives, defectes en el
metabolisme energetic, 1 augments de lestres oxidatiu i la conseglient lesio a proteines i ADN semblen

estar reduits en animals mantinguts en restriccié comparats amb els mantinguts ad /ibitum.

Es per aixo que és un fet determinant trobar les bases moleculars que caracteritzen la vulnerabilitat
neuronal selectiva en el SNC, els seus canvis dependents de laugment de ledat i si existeix la
possibilitat de modular-los, per tal d’endarrerir aquest procés i reduir significativament la incidéncia de

les malalties neurodegeneratives.
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6.2. Objectius

Per assolir aquesta fita hem dividit estudi en quatre objectius:

6.2.1. Objectiu 1: Lipids i vulnerabilitat neuronal selectiva del sistema nerviés central

huma

L’objectiu es centra en fer una comparacié interregional del sistema nervios central huma en el
perfil dels lipids de membrana i en la lesié oxidativa i lipoxidativa de proteines; aixi com avaluar si els
possibles canvis del perfil en acids grassos s’adscriuen a canvis especifics dels components de les vies de
biosintesis dels mateixos a nivell neuronal. Per assolir aquest objectiu, s’analitzaran 12 regions diferents

del SNC d’humans adults sans.

6.2.2. Objectiu 2: Metabolomica i vulnerabilitat del sistema nervids central huma

L’objectiu es demostrar Pexisténcia de firmes metabolomiques, vies i xarxes funcionals que
determinen una especificitat regional en el cervell huma en condicions fisiologiques mitjancant
una aproximacié “6mica”. L’atencié d’aquest estudi es centra en 3 regions claus per al procés

d’envelliment fisiologic, que sén: I’escorga entorrinal, Phipocamp i 'escorga frontal.

6.2.3. Objectiu 3: Efecte de Penvelliment en la vulnerabilitat neuronal selectiva del

sistema nervios central huma

L’objectiu es centra en avaluar Pefecte de ’envelliment en el sistema nervids central huma sobre
el perfil dels lipids de membrana, aixi com les vies de biosintesi, la lesié oxidativa i lipoxidativa de
proteines, i diferents mecanismes de regulacié i de respostes adaptatives. Per assolir aquest objectiu,
s’analitzaran mostres d’escorc¢a frontal humana d’individus sans amb edats compreses entre 40 i 89

anys.

6.2.4. Objectiu 4: Efecte de la restriccio en metionina en Penvelliment del sistema

nervios central en un model experimental

I’objectiu es centra en avaluar Pefecte de la restriccié en metionina en Penvelliment del sistema
nervids central de rata sobre el perfil dels lipids de membrana i la lesié oxidativa 1 lipoxidativa de
proteines en un total de 13 regions diferents provinents d’un grup de rates adultes, rates velles 1 rates

velles amb una restriccié de metionina durant 7 setmanes.
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7. DISSENY EXPERIMENTAL

7.1. Mostres post-mortem del sistema nervids central huma

La seleccié de casos que s’han examinat en la present tesi corresponen a una série consecutiva de
donacions que s’han obtingut del banc de teixits de I'Institut de Neuropatologia de I'Hospital de
Bellvitge i de la Universitat de Barcelona/Hospital Clinic, d’acord amb les normes étiques del Comite
d’Experimentacié Humana de la institucié, de ’Associacié Médica Mundial, de la declaracié de Helsinki

(Declaration of Helsinki, 2013), i d'acord amb els critetis de qualitat de la mostra (Ferrer, 2015).

Tots els casos estudiats tenien en comu i) absencia de simptomes i signes neurologics; ii) absencia de
deficits funcionals renals o hepatics; i iii) abséncia d’evidencies d’estat agonic perllongat. En el moment
de l'autopsia, un dels hemisferis s’ha tallat en seccions coronals, d’l cm de gruix, i les arees
seleccionades de 'encefal han estat rapidament dissecades, congelades en plates metal-liques sobre gel
sec, col'locades en bosses de plastic hermeétiques i individuals, numerades i emmagatzemades a -80 °C
fins al seu Us en els estudis bioquimics. L’altra meitat de ’hemisferi ha estat fixada mitjancant la seva
immersié en una solucié de formol al 4 % durant tres setmanes per al seu posterior estudi morfologic

de diagnostic, amb P'objectiu de descartar processos neuropatologics.

L’estudi neuropatologic s’ha dut a terme a linstitut de Neuropatologia de 'Hospital de Bellvitge (Dr.
Isidre Ferrer) i s’ha realitzat en seccions de les escorces: frontal (area 8), motora primaria, sensorial
primaria, parietal, temporal superior, temporal inferior, cingular anterior, insular anterior, visual
primaria i associativa; escorca entorrinal i hipocamp; caudat, putamen i pal-lid; talem medial i posterior;
subtalem; nucli de Meynert; amigdala; mesencefal (dos nivells), protuberancia i bulb raquidi; i escorca
cerebel'losa i nucli dentat. El teixit s’ha submergit en parafina. Posteriorment, seccions de 5 pm de
gruix han estat tenyides amb hematoxilina i eosina, i amb Kliiver-Barrera, o processades per a
immunohistoquimica seguint el meétode d’estreptavidina LSAB (Dako, Barcelona, Espanya). Després de
la incubacié amb metanol i sérum normal, les seccions han estat incubades amb un dels anticossos
primaris a 4 °C tota la nit. Els anticossos utilitzats han estat: contra ‘proteina acida fibril-lar de la glia’
(Dako, dilucié 1:250), contra ‘BA4-amiloide’ (Boehringer, Ingelheim, Germany; dilucié 1:50), contra
‘ubiqtitina’ (Dako; dilucié 1:200), contra ‘a-synuclein’ (Dako; dilucié 1:100) i els anticossos policlonals
fosfo-especifics per a Tau Thr181, Ser199, Ser202, Ser214, Ser231, Ser262, Ser396 i Serd22 (tots ells de
Calbiochem, La Jolla, CA, USA; a una dilucié 1:250 per a Tau Thr181, 1 1:100 per a la resta). La reaccid
peroxidasa s’ha visualitzat amb 0,05 % diaminobenzidina i 0,01 % de peroxid d’hidrogen. Els casos
amb absencia de lesions neuropatologiques, vasculars, hipoxiques, inflamatories i degeneratives han

estat considerades com a mostres d’individus sans.
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A continuacié, es detallen els 3 estudis realitzats amb aquests casos.

7.1.1. Lipids i vulnerabilitat neuronal selectiva del sistema nervios central huma

El present estudi s’ha dut a terme en diferents regions del SNC d’individus adults sans (n = 30), del
sexe masculi i femeni, 1 amb una mitjana d’edat de 58,5 = 8,2 anys. En tots els casos I'interval de temps
entre la mort i el processament del teixit ha estat entre 3 1 18 hores. Les diferents regions del SNC huma
estudiades han estat les segiients: medul-la espinal, bulb raquidi, cerebel, substancia negra, talem,
amigdala, estriat, escor¢a entorrinal, hipocamp, escorg¢a temporal, escor¢a occipital i escorca frontal. La
Taula 2 recull les caractetistiques dels casos estudiats. L’eleccié de les diferents regions estudiades es

basa en la representaci6 de les principals subdivisions del SNC dels vertebrats.

7.1.2. Metabolomica i vulnerabilitat del sistema nervios central huma

L’estudi s’ha dut a terme en tres regions del SNC huma d’individus adults sans (n = 20), del sexe
masculi i femeni, i amb una mitjana d’edat de 55,3 & 6,4 anys. En tots els casos I'interval de temps entre
la mort i el processament del teixit ha estat entre 3 i 20 hores. Les tres regions del SNC huma
estudiades han estat l'escorca entorrinal, hipocamp i lescor¢a frontal. La Taula 3 recull les
caracteristiques dels casos. La transcendéncia d’aquestes regions recau en la seva importancia en
Penvelliment i en malalties neurodegeneratives com ¢és la malaltia d’Alzheimer. En aquest sentit cal
recordar que l'escor¢a frontal és I'dltima regié del cervell que ha sorgit durant l'evolucié dels primats i
esta Implicada en complexes funcions associatives, incloent el raonament, la planificacio, el
comportament social i la intel-ligencia general; mentre que les regions de l'escorca entorrinal i

hipocamp funcionen com un centre d'operacions en una amplia xarxa per a la memoria.

7.1.3. Efecte de ’envelliment en la vulnerabilitat neuronal selectiva del sistema nervios

central huma

L’estudi de 'envelliment del SNC huma s’ha dut a terme en escorces frontals d’individus adults sans (n
= 58), del sexe masculi i femeni, amb edats compreses entre els 40 i els 90 anys. En tots els casos
I'interval de temps entre la mort i el processament del teixit ha estat entre 3 i 20 hores. La Taula 4 recull
les caractetistiques dels casos. L'eleccié de l'escorca frontal es basa en el fet que és I'dltima regié del
cervell que ha sorgit durant I'evolucié dels primats i esta implicada en complexes funcions associatives,

incloent el raonament, la planificacié, el comportament social i la intel-ligéncia general.
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Taula 2. Caracteristiques de les mostres utilitzades en I’estudi de la vulnerabilitat neuronal selectiva del SNC huma.

Cas Edat Amigdala  Estriat O b remporal | Oecipiial | Fronta
1 43 | MASCULI | s5hs5min X X
2 46 FEMENI 9h 35 min X X
3 46 | MASCULI 15h X X X
4 48 | MASCULI 4h X
5 50 | MASCULI | 17h15min X
6 52 FEMENI 5h 45 min X
7 52 MASCULi | 4h 04 min X
8 53 MASCULI 3h X X X X X X
9 53 | MASCULI | 7h25min X X
10 54 | MASCULI 3h X X
1 55 MASCULi | 5h 40 min X
12 56 FEMENI 9h
13 | 56 | MASCULI | 3h45min
14 57 FEMEN{ 5h 02 min X
15 58 FEMEN{ 4h X
16 | 58 | MASCULI 4h X
177 | 59 | MASCULI | 6h25min X X X X
18 | 59 | MASCULI | 7hos5min X X X
19 61 MASCULI | 3h55min X X
20 | 63 | MASCULI 17h
21 65 FEMENI 4h X X X
22 | 65 | MASCULI 5h 15 min X
23 | 65 | MASCULI 16h X
24 | 66 FEMENI 4h 15 min X X
25 | 66 FEMENI 8h X X X
26 | 66 | MASCULI | 4h20min
27 | 67 FEMENI 5h 20 min X
28 | 68 | MASCULI | 10oh55min
29 | 71 FEMENI 8h 30 min X X
30 | 79 FEMENI 4h 45 min X
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Taula 3. Caracteristiques de les mostres utilitzades en I’estudi metabolomic del SNC huma.

Cas ‘ Edat Génere Temps Post- Mortem = Escor¢a Entorrinal Hipocamp Escor¢a Frontal

1 MASCULI 4h 35 min X
2 43 MASCULI 5h 55 min X
3 47 MASCULI 4h 55 min X
4 48 FEMEN{ 4h X
5 50 MASCULI 17h 15 min X

6 52 MASCULI 4h 04 min X

7 52 MASCULI 4h 40 min X
8 53 MASCULI 7h 25 min X
9 54 FEMEN{ 14h 25 min X X

10 54 MASCULI 10h 35 min X X

1 56 MASCULI 3h 45 min X X X
12 56 MASCULI 8h 50 min X X

13 57 MASCULI 20h 30 min X X

14 58 MASCULI 3h 10 min X X

15 58 MASCULI 4h X
16 58 MASCULI 8h 05 min X X

17 59 MASCULI 4h 15 min X X

18 61 MASCULI 3h 55 min X X
19 64 FEMENI 5h X
20 66 FEMENI 4h 15 min X X

Taula 4. Caracteristiques de les mostres utilitzades en I’estudi de envelliment en el SNC huma.

Cas Edat Génere Temps Post- Mortem
1 43 MASCULI 4h 35 min
2 43 MASCULI 5h 55 min
3 46 FEMENI 9h 35 min
4 46 MASCULI 15h
5 47 MASCULI 4h 55 min
6 48 FEMENI 4h
7 50 FEMEN{ 14h 30 min
8 50 MASCULI 17h 15 min
9 52 FEMENI 5h 45 min
10 52 MASCULI 4h
1 52 MASCULI 4h 40 min
12 53 MASCULI 3h
13 53 MASCULI 7h 25 min
14 56 MASCULI 3h 45 min
15 58 FEMENI 4h
16 58 MASCULI 4h
17 61 MASCULI 3h 55 min
18 64 FEMENI sh
19 64 MASCULI 8h 35 min
20 65 FEMENI 3h
21 65 FEMENI 4h
22 65 MASCULI 16h
23 66 FEMENI 4h 15min
24 67 FEMENI 5h 20 min
25 68 MASCULI 10h 55 min
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Cas Edat Génere Temps Post- Mortem
26 70 MASCULI 2h

27 70 MASCULI 6h

28 70 MASCULI 13h

29 71 FEMENI 6h

30 71 FEMEN{ 8h 30 min
31 71 MASCULI 3h

32 72 FEMEN{ 3h

33 72 MASCULI 3h 35 min
34 73 FEMENI 4h 30 min
35 73 FEMENI 5h 30 min
36 73 FEMENI 7h

37 73 FEMENI 10h

38 73 FEMENI 12h

39 73 MASCULI oh

40 75 FEMEN{ 3h 25 min
41 75 MASCULI 6h

42 75 MASCULI 6h 30 min
43 76 MASCULI 4h 15 min
44 76 MASCULI 6h

45 76 MASCULI 6h 30 min
46 79 FEMENI 3h 35 min
47 79 FEMEN{ 5h

48 8o FEMEN{ 3h 50 min
49 81 FEMEN{ 4h

50 82 FEMEN{ 3h 05 min
51 82 FEMENI 11h

52 83 MASCULI 3h 03 min
53 83 MASCULI 4h 30 min
54 86 FEMENI 4h 15 min
55 86 FEMENI 15h

56 86 FEMENI 19h 30 min
57 86 MASCULI 5h 35 min
58 86 MASCULI{ 18h

7.2. Estudi en models animals: Efecte de la restricci0 en metionina en

Penvelliment del sistema nervids central en un model experimental

7.2.1. Animals

S’han utilitzat un total de 30 rates Wistar mascles provinents de Iffa-Creddo (Lyon, Franca).
L’experiment s’ha iniciat amb 10 rates de 8 mesos d’edat amb un pes corporal de 468,9 * 37,8 g (grup
adultes control) i 20 rates de 26 mesos d’edat amb un pes corporal de 595,4 £ 69,9 g. 10 rates d’aquest
ultim grup han estat controls (grup velles control) i les 10 restants han estat restringides en metionina
(grup velles amb RMet). Totes elles han estat engabiades individualment i s’han mantingut a 22 £ 2 °C
amb una humitat relativa del 50 = 10 % i amb un cicle de llum:foscor de 12:12 h durant el primer més

d’adaptaci6 a Pestabulari i el posterior perfode experimental de restriccié en metionina.
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7.2.2. Dietes

Per estudiar I’efecte de la restriccié en metionina en ’envelliment, s’han utilitzat dietes elaborades en el
propi laboratori. Aquestes dietes semipurificades han estat preparades en base a criteris de la dieta AIN
93, de I'Institut de Nutricié dels Estats Units d’America (Reeves et al., 1993), pero amb modificacions
relacionades amb la composicié d’aminoacids. LLa composicié dels dos tipus de dieta es detallen a la

Taula 5.

Els animals controls han estat alimentats amb una dieta basada en la composicié AIN-93G. La dieta
que s’ha proporcionat als animals restringits en metionina ha estat una modificacié de I'anterior, reduint
unicament el seu contingut en L-metionina en un 80 % (el contingut de L-metionina de la dieta control
és del 0,86 %). Aquesta disminucié de metionina s’ha compensat amb lincrement de la resta de
components en proporcié directa a la seva abundancia en la dieta. Com que la disminucié de L-
metionina ha estat petita, les quantitats ingerides per dia de tots els components de la dieta, excepte la
metionina, han estat practicament identics en els animals controls i els experimentals. La ingesta s’ha
controlat diariament 1 els animals controls han rebut cada dia la mateixa quantitat d’aliment que els
animals restringits en metionina havien ingerit com a mitjana la setmana anterior (pair feeding),
considerant que existeixen evidéncies que demostren que els rosegadors sotmesos a restriccié de
metionina tendeixen a menjar una mica menys de I’habitual (Caro et al., 2009b; Sanchez-Roman et al.,
2012). Aquest procediment assegura que tots els grups experimentals consumeixin la mateixa quantitat

de calories, i ajuda a minimitzar el potencial efecte d’una possible restriccié calorica (Martin et al., 2010).

La intervenci6 nutricional ha estat de 7 setmanes, ja que en treballs previs de restriccié calorica s’ha
demostrat que aquest termini d’intervencié nutricional és suficient per veure canvis fisiologics, com per
exemple, la reduccié de produccié de radicals lliures (Gredilla et al., 2001a). Posteriorment a les 7
setmanes, els animals s’han sacrificat per dislocacié cervical. La sang s’ha recollit per mitja de tubs
heparinitzats per a la postetior obtencié de plasma, el qual s’ha emmagatzemat a -20 °C fins al seu us.
Seguidament s’ha extret el fetge i s’ha disseccionat el SNC amb I'obtencié de les segiients regions:
medul-la lumbar, toracica i cervical, bulb raquidi i protuberancia, cerebel, talem, hipotalem, estriat i
hipocamp, escor¢a occipital, temporal i frontal (Figura 19). Totes les mostres han estat congelades
immediatament amb nitrogen liquid i emmagatzemades a -80 °C fins a la seva analisi. Tots els
procediments amb els animals han seguit els protocols aprovats pel Comité Institucional de Cura i Us
d’Animals i els experiments han estat aprovats pel Comité d’Etica de la Universitat de Lleida (CEEA
18-01/12).
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Figura 19. Tall sagital del sistema nervids central de rata.

Taula 5. Composicié de les dietes ingerides pels tres grups experimentals en la intervencié nutricional de restriccié
de metionina (RMet) del 80 %.

Components (g/100g) Dieta Control Dieta RMet 80 %

L-Arginina 1,12 1,13
L-Lisina 1,44 1,45
L-Histidina 0,33 0,33
L-Leucina 1,11 1,12
L-Isoleucina 0,82 0,83
L-Valina 0,82 0,83
L-Treonina 0,82 0,83
L-Triptofan 0,18 0,18
L-Metionina 0,86 0,17

L- Acid Glutamic 2,70 2,72
L-Fenilalanina 1,16 1,17
L-Glicina 2,33 2,35
Dextrina 5,00 5,04
Midé de blat de moro 43,61 43,91
Sacarosa 20,00 20,14
Cel-lulosa 5,00 5,04
Bitartrat de colina 0,20 0,20
AIN 93 Vitamina MIX 1,00 1,01
AIN 93 Mineral MIX 3,50 3,52
Oli de blat de moro 8,00 8,06
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8. MATERIALS I METODES
8.1. Analisi plasmétic

8.1.1. Parametres de bioquimica plasmatica relacionats amb el metabolisme

Per determinar els parametres bioquimics de proteina total, albimina, triglicerids, colesterol total i
glucosa en plasma, s’han utilitzat kits d’analisi proporcionats per Spinreact (ref. 1001291, 1001020,
1001310, 1001091 1 1001190 respectivament; Girona, Espanya). La concentracié de cada parametre en
el plasma de les mostres s’ha analitzat per la interpolacié de les dades obtingudes a partir de les seves
corresponents rectes patrd, realitzades amb concentracions conegudes de proteina total i albimina

(rang de 0 a 7 g/dL) i de triglicérids, colesterol total i glucosa (rang de 0 a 250 mg/dL).

A les solucions patr6 de triglicerids, colesterol total i glucosa, aixi com a les mostres, s’ha afegit el
reactiu corresponent i s’han sotmeés a agitacié. Posteriorment, s’han incubat les mostres a temperatura
ambient durant 10 min. Finalment, s’ha determinat I’absorbancia de cada mostra per espectrofotometria
mitjanc¢ant un lector de microplaques (Multiskan ascent 354, Thermo Labsystem), a una longitud d’ona
de 530 nm en el cas de la proteina total, colesterol total i glucosa, 630 nm en I'albumina i 492 nm en el

cas dels triglicerids, en plaques de 96 pous.

8.1.2. Quantificaci6 de la concentracio de leptina i adiponectina

Les concentracions de leptina i adiponectina en plasma s’han determinat mitjancant la técnica ELISA
amb Kits d’analisi proporcionats per Millipore (ref. EZRL-83K i EZRADP-62K respectivament;

Madrid, Espanya). A continuaci6 es detalla el protocol utilitzat seguint les directrius del fabricant.

En primer lloc, s’ha realitzat 3 rentats a cada pou d’una placa de 96 pous amb el buffer de neteja
proporcionat pel fabricant. A continuacié s’ha afegit per duplicat cada mostra, estandards, control
positiu i negatiu als corresponents pous de la placa de 906, juntament amb el buffer d’assaig
corresponent a cada kit. Seguidament, s’ha cobert la placa i incubat a temperatura ambient durant 2 h.
Transcorregut aquest temps s’ha realitzat 3 rentats amb el buffer de neteja i s’ha afegit 100 pL de
detecci6 d’anticos, proporcionat pel fabricant, seguit d’una incubacié de la reaccié a temperatura
ambient durant 1 h amb agitacié constant. A continuacid, s’ha netejat la placa tres cops amb el buffer
de neteja i s’ha afegit 100 pLL de la solucié d’enzim, proporcionat pel fabricant, seguit d’una incubacié

de la reacci6 a temperatura ambient durant 30 min amb agitacié constant.

Finalment, s’ha realitzat 3 rentats amb el buffer de neteja previ a 'addicié de 100 pL de substrat

proporcionat pel fabricant i s’ha incubat la reacci6 a temperatura ambient durant 15 min, protegit en tot
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moment de la llum. Transcorregut aquest temps s’ha parat la reaccié amb 100 pl de la solucié stop i,
s’ha determinat I'absorbancia de cada mostra per espectrofotometria mitjancant un lector de
microplaques (Multiskan ascent 354, Thermo Labsystem), a una longitud d’ona de 450 nm. Els valors
de la concentracié de cada una de les mostres s’han calculat per interpolacié de les dades obtingudes a
partir de les seves corresponents rectes patrd, realitzades amb concentracions conegudes de leptina

(rang de 0 a 30 ng/mL) i adiponectina (rang de 0 a 200 ng/mL).
8.2. Processament previ de la mostra

8.2.1. Homogeneitzaci6 dels teixits

S’ha utilitzat entre 50-150 mg de teixit per a la homogeneitzacié en una solucié tampé. La solucié
tampé conté 180 mM de clorur de potassi, 5 mM de MOPS (de P'angles, 3-(IN-morpholino) propanesulfonic
acid), 2 mM de EDTA (de langles, ethylenediamine-tetraacetic acid), 1 mM de DTPAC (de I'angles, dethyl-
triamine-penta acetic acid) 1 1 uM de 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT), ajustat a un pH 7,4. La presencia
de BHT, juntament amb la resta de components, és imprescindible per tal d’evitar els quelants de
metalls 1 Poxidacié artefactual dels lipids durant el processament de la mostra. Per a la técnica de la
immunodeteccié per Western Blot s’ha afegit una mescla comercial d’inhibidors de proteases (#80-
6501-23 Amersham Biosciences, Madrid, Espanya) i d’inhibidors de fosfatases (ortovanadat de sodi 1
mM 1 fluorur de sodi 1 mM). L’homogeneitzacié s’ha dut a terme amb un Ultra-Turrax (3420000 IKA,
Alemanya). Posteriorment, la mostra s’ha centrifugat a 750 x g a 4 °C durant 1 min per tal d’eliminar
restes tissulars. Els sobrenedants obtinguts son els que s’han utilitzat per als diferents experiments,

posteriorment a la quantificacio i igualaci6 de proteines.

8.2.2. Quantificaci6 de proteines

Per tal de determinar la quantitat de proteina dels teixits homogeneitzats s’ha utilitzat el meétode
Bradford (Bradford 1976). La concentraci6 proteica de les mostres s’ha analitzat per la interpolacié de
les dades obtingudes a partir d’una recta patré realitzada amb concentracions conegudes de BSA (de

Pangles, bovine serum albumine) (rang de 0 a 0,025 pg/ul).

A les solucions patré de BSA, aix{ com a les mostres, s’ha afegit el reactiu de Bradford (Protein Assay
#500-0006 Bio-Rad, Munich, Alemanya) i s’han sotmes a agitacié. Posteriorment, s’han incubat les
mostres a temperatura ambient durant 10 min. Finalment, s’ha determinat I’absorbancia de cada mostra
per espectrofotometria mitjancant un lector de microplaques (Multiskan ascent 354, Thermo

Labsystem), a una longitud d’ona de 595 nm en plaques de 96 pous.
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8.3. Composicio lipidica

Mitjancant la cromatografia de gasos acoblada a un detector d’ionitzacié amb flama (GC-FID) s’han
detectat, identificat i quantificat fins a 25 diferents esters metilics dels acids grassos, representatius de la
composicié dels acids grassos del teixit a estudiar. Els procediments duts a terme per a la seva

identificacio es detallen a continuacié.

8.3.1. Preparacio6 de la mostra

El contingut d’acid grassos dels lipids de membrana s’ha analitzat a partir de la fracci6 lipidica extreta
amb cloroform:metanol (2:1, v/v) (Folch et al., 1957) d’una aliquota de mostra de 500 pg de proteina
total en 500 pL de tampé d’homogeneitzacid, en presencia del BHT al 0,01 % en la preparacié de la
mostra, per tal d’evitar I'oxidacié artefactual dels lipids durant el processament de la mostra. La fase de
cloroform, la qual conté la fraccié lipidica, s’ha obtingut a partir de dos extraccions quan el teixit a
analitzar ha estat el fetge i tres quan s’ha tractat del sistema nervids, i s’ha evaporat sota flux de nitrogen
en un evaporador (N-evap Model 113 Organomation Association, Berlin, MA, EUA). Els acids grassos
s’han transesterificat incubant-los amb 2 ml. de metanol-acid clorhidric al 5 % a 75 °C durant 90 min
en un bany sec (Tembloc Selecta, Barcelona, Espanya). La preparacié de la solucié metanol-acid
clorhidric s’ha realitzat sota campana, a causa que I'addicié del 6,5 % de clorur d’acetil sobre el metanol
provoca una reaccié exotermica perillosa i que genera acid clorhidric anhidre. Els ésters metilics dels
acids grassos resultants (FAMEs; de 'angles, Fatty acid methyl esters) s’han extret afegint, primerament 1
mlL de soluci6 saturada de clorur de sodi i posteriorment 2 mL de n-penta, i tot seguit s’ha agitat en un
vibrador de brag oscil-lant (Vibromatic #384 Selecta, Barcelona, Espanya) i s’ha centrifugat a 4400 rpm
a4 °C durant 15 min. La fase de n-penta s’ha separat i s’ha evaporat sota flux de nitrogen. Finalment, el
residu resultant constituit per FAMEs s’ha redissolt en 80 pl de disulfur de carboni com a vehicle per al

seu posterior analisi mitjancant cromatografia de gasos amb deteccié d’ionitzacié amb flama (GC-FID).
8.3.2. Sistema cromatografic

La separaci6 dels ésters metilics s’ha dut a terme mitjangant un cromatograf de gasos model 7890A
d’Agilent Technologies (Barcelona, Espanya) amb un detector d’ionitzacié amb flama (FID; de l'anglés,
Flame lonization Detector) 1 equipat amb una columna capil-lar DB-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,20 um) i

amb un injector automatic model 7683B Series d’Agilent Technologies (Barcelona, Espanya).
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8.3.3. Condicions cromatografiques

El meétode utilitzat per a la separacié dels diferents esters metilics dels acids grassos ha estat per gradient
de temperatura. El port d’injeccié s’ha mantingut a 220 °C i el detector a 250 °C. El programa de
temperatura ha consistit en mantenir durant els primers 5 min una temperatura de 145 °C; a
continuaci6, s’ha incrementat 2 °C/min fins a 245 °C mantenint-se en aquesta temperatura durant 10
min. Posteriorment, 'equip s’ha mantingut a 250 °C en un petiode de 10 min en Petapa post-run. La
velocitat del flux d’heli (99,9 %), com a gas portador, s’ha mantingut a una velocitat constant de 1,2

mL/min. En cada cursa cromatografica s’ha injectat 2 pl. de mostra.

8.3.4. Quantificacio dels analits

La identificaci6 dels esters metilics dels acids grassos s’ha realitzat per comparacié amb els temps de
retencié 1 les dades dels patrons de fragmentacié dels corresponents estandards obtingudes mitjancant
Panalisi per GC/MS en un estudi previ en el propi laboratori. Els estandards utilitzats, obtinguts a
Larodan Fine Chemicals (Malmé, Sweden), ens han permes identificar i quantificar la major part dels
pics obtinguts en el cromatograma (Taula 6). Els resultats, expressats de manera semiquantitativa, s’han
calculat mitjancant el % que suposa 'area de cada acid gras en relacié al total de la mostra. Finalment,

els resultats finals s’han expressat com a mols en %.

Taula 6. FAMEs identificats en un cromatograma per GC-FID.

Nom quimic Nom comu Nom lipidic
Acid Tetradecanoic Acid mirfstic f14:0
Acid Hexadecanoic Acid palmitic 16:0
Acid (2)-9-hexadecenoic Acid palmitoleic 16:1n-7
Acid Octadecanoic Acid estearic f18:0
Acid (2)-9-octadecenoic Acid oleic-elaidic f18:1n-9 cis/trans
Acid tot-cis-9,12-octadecadienoic Acid linoleic f18:2n-6
Acid tot-cis-6,9,12-octadecatrienoic Acid a-linolénic f18:3n-3
Acid tot-cis-9,12,15-octadecatrienoic Acid y-linolénic f18:3n-6
Acid tot-cis-6,9,12,15-octadecatetraenoic Acid estearidonic f18:4n-3
Acid eicosanoic Acid araquidic f20:0
Acid (2)-11-eicosenoic Acid gondoic f20:1n-9
Acid tot-cis-11,14-eicosadienoic Acid eicosadienoic f20:2n-6
Acid tot-cis-8,11,14-eicosatrienoic Acid eicosatrienoic f20:3n-6
Acid tot-cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic Acid araquidonic f20:4n-6
Acid tot-cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic Acid eicosapentaenoic f20:5n-3
Acid docosanoic Acid behénic f22:0
Acid (2)-13-docosenoic Acid ertcic f22:1n-9
Acid tot-cis-7,10,13,16-docosatetraenoic Acid adrénic 22:4n-6
Acid tot-cis-4,7,10,13,16-docosapentaenoic Acid osbond 22:5n-6
Acid tot-cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoic Acid clupanodonic f22:5n-3
Acid tot-cis-4,7,10,13,16,19-docasahexaenoic Acid cervonic 22:6n-3
Acid tetracosanoic Acid lignoceric f24:0
Acid (Z)-15-tetracosenoic Acid nervonic f24:1
Acid tot-cis-6,9,12,15,18-tetracosapentaenoic Acid tetracosapentaenoic f24:5n-3
Acid tot-cis-6,9,12,15,18,21-tetracosahexaenoic Acid nisinic f24:6n-3
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8.3.5. Indexs calculats
A partir de la composicié en acids grassos s’ha calculat els segtients indexs:

- Longitud mitjana de la cadena (LMC)
LMC = [Z %mol total C14 x 14) + (X %mol total C16 x 16) + (X %mol total C18 x 18) + (X %mol
total C20 x 20) + (X %mol total C22 x 22) + (X %mol total C24 x 24)]/100

- Acids grassos saturats (AGS)

AGS = X %mol acids grassos saturats

- Acids grassos insaturats (AGI)

AGI = X %mol acids insaturats

- Acids grassos monoinsaturats (AGMI)

AGMI = X %mol acids monoinsaturats

- Acids grassos poliinsaturats (AGPT)
AGPI = X %mol acids poliinsaturats

- Acids grassos poliinsaturats de la série n-6 (AGPI n-6)
AGPI n-6 = X %mol acids poliinsaturats de la série n-6

- Acids grassos poliinsaturats de la série n-3 (AGPI n-3)

AGPI n-3 = X %mol acids poliinsaturats de la série n-3

- Index de dobles enllacos (IDE):
IDE = [(Z Y%mol acids monoenoics x 1) + (X %mol acids dienoics x 2) + (X %mol acids trienoics x 3)

+ (X %mol acids tetraenoics x 4) + (X %mol acids pentaenoics x 5) + (X %mol acids hexaenoics x 06)]

Les susceptibilitats relatives dels diferents acids grassos han estat determinades empiricament
mitjancant la mesura del consum d’oxigen (Holman, 1954). L’acid docosahexaenoic (22:6 n-3), 'acid
gras omega-3 altament poliinsaturat amb sis dobles enllacos, és extremadament susceptible a la
peroxidaci6 1 és vuit vegades més propens a patir la peroxidacié que Iacid linoleic (18:2 n-6), el qual
només té dos dobles enllagos. Aix{ mateix, ’acid docosahexaenoic (22:6 n-3) és 320 vegades més

susceptible a la peroxidacié que I'acid gras monoinsaturat, I’acid oleic (18:1 n-9).
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Amb la combinaci6é de les diferents susceptibilitats dels diferents acids grassos i la composicié dels
mateixos en les membranes lipidiques, és possible calcular 'index de peroxidabilitat (IP), com a mesura
de la susceptibilitat a la peroxidacié per a qualsevol tipus de membrana lipidica. Aquest index, pero, és
diferent a I'index de dobles enllacos (IDE), en el que és mesura el nombre de dobles enllagos per cada

100 molecules d’acid gras, és a dir, mesura la densitat dels dobles enllacos (Hulbert et al., 2007).

- Index de peroxidabilitat lipidica (IP):
IP = [(Z %mol acids monoenoics x 0,025) + (X %mol acids dienoics x 1) + (X %mol acids trienoics x

2) + (2 %mol acids tetraenoics x 4) + (X %mol acids pentaenoics x 6) + (X %mol acids hexaenoics x

8)l

Les activitats desaturases i elongases han estat estimades mitjan¢ant ratios del producte especific versus
el seu substrat (Guillou et al., 2010). A9(n-7) = 16:1 n-9/16:0; A9(n-9) = 18:1 n-9/18:0; A8(n-6) = 20:3
n-6/20:2 n-6; A5(n-6) = 20:4 n-6/20:3 n-6; AG(n-3) = 24:6 n-3/24:5 n-3; A6(n-3) = 18:4 n-3/18:3 n-3;
Elovl3(n-9) = 20:1 n-9/18:1 n-9; Elovl6 = 18:0/16:0; Elovll-3-72 = 20:0/18:0; Elovl1-3-7> =
22:0/20:0; Elovl1-3-7¢ = 24:0/22:0; Elovl 5(n-6) = 20:2 n-6/18:2 n-6; Elovl2-5 (n-6) = 22:4 n-6/20:4 n-
0; ElovI2-5(n-3) = 22:5n-3/20:5n-3, i Elovl2(n-3)= 24:5 n-3/22:5 n-3. Finalment, la via n-6, la via n-3 i
la via de la B-oxidacié peroxisomal s’han estimat mitjangant les ratios 22:5 n-6/18:2 n-6; 22:6 n-3/18:3

n-3122:6 n-3/24:6 n-3, respectivament.
8.4. Quantificaci6é del dany oxidatiu

Mitjancant la cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses (GC/MS) s’han detectat i
quantificat set marcadors de dany oxidatiu, representatius de les tres principals modificacions oxidatives
a proteines: derivades d’oxidaci6 directa a proteines [Semialdehid glutamic (SAG) i Semialdehid amino-
adipic (SAAA)], derivades de glicoxidacié [N®-carboxietil-lisina (CEL)], derivades de lipoxidacié [NE-
malondialdehid-lisina (MDAL)|, detivades de glico- i lipoxidaci6 [N carboximetil-lisina (CML) i S-
(carboximetil)-cisteina (CMC)] 1 derivades d’oxidacié a fumarat [S-(2-succinil)-L-cisteina (2-SC)]. A

continuaci6 es detallen els procediments que s’han dut a terme per a la seva identificacié.

8.4.1. Preparacio6 de la mostra

El dany oxidatiu proteic s’ha analitzat a partir de la fraccié metanol:tampé d’homogenitzacié obtinguda
en les extraccions cloroform:metanol (2:1, v/v) (Folch et al., 1957) préviament descrites. Les proteines
s’han precipitat afegint acid tricloroacetic al 10 % de concentracio final 1 s’ha centrifugat a 4400 rpm a 4
°C durant 15 min. Seguidament, les proteines s’han reduit incubant-les tota la nit amb una solucié

reductora [1 mL de borohidrur sodic 500 mM dissolt en un tampé d’acid boric 0,2 M a pH 9,2]. En
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aquesta soluci6 se li ha afegit una gota d’hexanol, com a agent antiescumejant. El dia seglent, les
proteines reduides s’han reprecipitat afegint 1 mL d’acid tricloroacetic al 10 % de concentracié final i
s’han centrifugat de nou. Aquest pas s’ha repetit dues vegades per tal d’eliminar els cristalls formats. A
les mostres reduides se’ls hi ha afegit els estandards interns deuterats marcats isotopicament [*Hg|Lisina
(12 nmols), [2Hs]AHAV (72 pmols), [PH4AHAC (17,5 pmols), [2H4CEL (144,1 pmols), [2Hs]MDA-
Lisina (20,6 pmols), [2H2]CML (162,2 pmols), [PHz]CMC (1124 pmols) i 2-[2H2|SC (71,06 pmols).
Seguidament, s’ha afegit 1 mL d’acid clorhidric 6 N i s’ha incubat a 155 °C durant 30 min en un bany
sec (Tembloc Selecta, Barcelona, Espanya), hidrolitzant aix{ els enllagos peptidics. Un cop hidrolitzats,
s’han evaporat al buit (SPD121P Speed Vac Savant, Barcelona, Espanya). Els derivats N,O-
trifluoroacetil dels esters metilics (TFAME; de Pangles, #ifluoroacety! methyl ester) de Thidrolitzat de
proteines s’han obtingut de la segiient manera: i) incubacié de I’hidrolitzat amb 1 mL de la soluci6
metanol-acid clorhidric al 5 % a 65 °C durant 30 min seguit d’evaporacié sota flux de nitrogen (Nevap
Model 113 Organomation Association, Berlin, MA, EUA) per obtenir els ésters metilics. La solucié de
metanol-acid clorhidric s’ha preparat mitjancant 'addicié del 6,5 % de clorur d’acetil sobre el metanol
(per a 20 mL de solucié: 1,3 mL clorur d’acetil 1 18,7 mL de metanol), amb I'objectiu de produir acid
clorhidric anhidre; ii) incubacié dels esters metilics de I’hidrolitzat amb 1 mL d’acid trifluoroacetic
anhidre durant 1 h i seguit també d’evaporacié sota flux de nitrogen (Nevap Model 113 Organomation
Association, Berlin, MA, EUA) i aixi, obtenir els derivats N,O-trifluoracetil metils ésters dels diferents
aminoacids de hidrolitzat. Per ultim, les mostres s’han redisolt amb 80 ul. de diclorometa com a
vehicle per al seu posterior analisi mitjancant cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de

masses (GC/MS).
8.4.2. Sistema cromatografic

L’analisi s’ha realitzat mitjancant cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses (GC/MS;
de Pangles, Gas chromatography-mass spectometyy). El cromatograf de gasos utilitzat ha estat el model 6890
d’Agilent Technologies (Barcelona, Espanya) equipat amb una columna capil-lar HP-5MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 um), acoblat a un injector automatic model 7683 Series d’Agilent Technologies (Barcelona,
Espanya) 1 a un espectrometre de masses selectiu model 5973A d’Agilent Technologies (Barcelona,

Espanya) en el mode d’impacte ionic.
8.4.3. Condicions cromatografiques

El port d’injeccié s’ha mantingut a 275 °C i el programa de temperatura ha consistit en el segiient: 5
min a 110 °C, després ha augmentat 2 °C/min fins a 150 °C, 5 °C/min fins a 240 °C, 25 °C/min fins a
300 °C i finalment s’ha mantingut a 300 °C durant 5 min. En cada cursa cromatografica s’ha injectat 2

pl. de mostra.
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8.4.4. Quantificacio dels analits

La quantificacié s’ha realitzat mitjancant una estandarditzaci6 externa utilitzant corbes patré construides
a partit de la mescla d’estandards interns deuterats i no deuterats: Lisina; [*Hg|Lisina; AHAV;
[2Hs]AHAV; AHAC; [2H4JAHAC; CEL; [2H4CEL; MDA-Lisina; [2Hs]MDA-Lisina; CML; [2H2]CML;
CMC; [BCyCMC; 2-SC i [2H2|SC. Aquests estandards interns utilitzats han estat comprats a
PolyPeptide Group (Strasbourg, Franca), a excepcié dels estandards Lisina, [2Hs|Lisina i CMC,
obtinguts a Sigma-Aldrich (Madrid, Espanya), i AHAV, [PH5JAHAV, AHAC i [2H4AHAC,
proporcionats pel Dr. Requena. Les analisis s’han realitzat mitjancant la monitoritzacié de ions
especifics seleccionats préviament (SIM; de Pangles, Sekcted ion monitoring). Aixi doncs, els analits s’han
detectat per SIM-GC/MS. Els ions utilitzats i la seva descripcié quimica es presenten a la Taula 7. Les
concentracions finals s’han expressat com umols de SAG, SAAA, CML, CEL, MDAL, CMC o SC/mol

de lisina.

Taula 7. lons (m/z) dels analits mesurats mitjancant GC/MS.

Estandard Nomenclatura quimica del compost
Lisina Lisina 180
[*Hg]Lisina ds-3,3,4,4,5,5,6,6-L-lisina 187
AHAV* Acid 5-hidroxi-2-aminovaléric 280
[*H JAHAV* Acid 5-hidroxi-2amino-ds-2,3,3,4,4-valéric 285
AHAC* Acid 6-hidroxi-2-aminocaproic 294
[*H,JAHAC* Acid 6-hidroxi-2-amino-d,-4,4,5,5-caproic 298
CEL N°- carboxietil-lisina 379
[*H,]CEL N carboxietil-d,-4,4,5,5--D,L-lisina 383
MDA-Lisina N - malondialdehid-lisina 474
[*Hg]MDA-Lisina N®- malondialdehid-lisina-dg-3,3,4,4,5,5,6,6-L-lisina 482
CML N carboximetil- lisina 392
[*H,]JcmL N°- carboximetil-d,-4,4,5,5-D,L-lisina 394
CMC S-caboximetil-cisteina 271
BC,-CMC S-BC,-caboximetil-L-cisteina 273
2-SC S-(2-succinil)-L-cisteina 284
2-[*H,]sC S-(2 succinil)-L-*H,cisteina 286
* Els productes de I’oxidacié son les molécules semialdehid glutamic (SAG) i semialdehid amino-adipic (SAAA), perd
els analits que es detecten en el cromatograf sén els seus derivats després de la reduccié. AHAV i AHAC,
respectivament.

8.4.5. Control de qualitat intern

L’habitual analisi d’aquests marcadors en el propi grup ha necessitat d’un control de qualitat intern en el
processament per tal de garantir i agilitzar el procés de quantificacié dels analits. Es per aquest motiu

que, a partir d’'una mostra control anomenada GOLD, amb la qual s’han realitzat estudis previs per
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coneixer els valors dels marcadors oxidatius, és preparada i processada amb el conjunt de les mostres a
analitzar com a control intern del processament. A partir dels valors dels marcadors oxidatius en les
mostres GOLD obtinguts a cada tanda de mostres, juntament amb els valors de les rectes patrons dels

estandards, s’obté la quantificacié final dels marcadors oxidatius de cada mostra.

8.5. Immunodetecci6 per Western Blot

La técnica d'immunodeteccié per western-blot ha estat utilitzada per avaluar proteines involucrades en
diferents vies en el teixit nerviés huma. Les vies i els marcadors avaluats han estat: i) subunitats dels
complexes mitocondrials i biogenesis mitocondrial (CI, CII, CIII, CIV, ATPasa i AIF); ii) defenses
antioxidants i factors de transcripcié de resistencia a estres (CAT, SOD1, REST i FoxO1); iii) vies de la
biosintesis dels acids grassos (FADS1, FADS2, ELOVL2, ACOX1, DBP-1, ACAA1 i SCP2); 1 iv) vies
de resposta inflamatoria i de supervivencia cel-lular (COX2, 15-LOX, 5-LOX, CYP450, AKT, NF-Kf,
1 mTOR). A continuacié es detallen els procediments que s’han dut a terme per realitzar la técnica del

western blot.

8.5.1. Preparaci6 de la mostra

A partir de la quantificacié proteica dels homogenats, aquests s’han igualat en concentracié (35-50
ug/ul) i normalitzat amb la solucié Tris(hidroximetil)aminometa-acid clorhidric (TRIS-HCI) 62,5 mM
pH 6,8, SDS (de 'anglés, sodium dodecyl sulfate) al 2 % (p/v), glicerol al 10 % (v/v), 2-B-mercaptoetanol al
20 % (v/v) i Blau de Bromofenol 0,02 % (p/v). A continuacid, s’ha realitzat la desnaturalitzaci6

proteica escalfant a 95 °C durant 3 min en un bany sec (Tembloc Selecta, Barcelona, Espanya).

8.5.2. Electroforesi

Per a la separacié de les proteines per pes molecular presents en les mostres s’han utilitzat gels
d’acrilamida en presencia del detergent SDS. El detergent anionic SDS actua solubilitzant i
desnaturalitzant la major part de les proteines de la mostra. A més, permet que la separacié de les
proteines es realitzi segons el seu pes molecular. Un cop es sotmet el gel amb la mostra a un camp

eléctric, les proteines migren cap a 'anode amb més o menys velocitat depenent de la seva mida.

Com a suport fisic s’han utilitzat gels separadors al 10 % i1 7,5 % partint d’una solucié comercial
d’acrilamida-bisacrilamida, adequats al pes molecular de la proteina a detectar, utilitzant un gruix de 1,0
o 1,5 mm depenent de la quantitat necessaria de proteina per poder detectar-la en cada cas, 1 amb gels
apiladors del 5 % d’acrilamida-bisacrilamida que s’ha forgat, al igual que la fase separadora, a

polimeritzar amb Paplicacié dels catalitzadors persulfat amonic al 10 % 1 0,03 % de TEMED (de
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Pangles, N,IN,N’,IN “tetramethylethylenediamine). Seguidament, com a mesura de control i d’identificacié
s’ha utilitzat 2,5 pl./gel del matrcador de pesos moleculars [MagicMark XP Western Protein Standard].
La separaci6 electroforética s’ha realitzat en cubetes d’electroforesis tipus Mini-PROTEAN 1I (ref. 165-
2940 de BioRad, Barcelona, Espanya) cobertes amb una soluci6 tampé [TRIS 25 mM, glicerol 192 mM,
SDS 0,1 % (p/v), pH 8,3] i amb un amperatge de 15 mA/gel.

8.5.3. Electrotransferéncia

Un cop les proteines han estat separades en funcié del seu pes molecular, s’han transferit a membranes
de PVDF (ref. IPVH00010 Immobilon-P de Millipore, Bedford, MA, EE.UU.) previament activades
durant 5 min amb metanol 99,9 %, i equilibrades amb solucié tampé de transferéncia [TRIS 25 mM,
glicerol 192 mM, metanol 20 % (v/v)]. S’ha col-locat el gel en contacte directe amb la membrana
mitjancant un sistema de sandvitxeres (en sentit anode-catode) damunt del suport per a la transferéncia
en submari utilitzant els Mini Trans-Blot Transfer Cell (Bio-Rad, Munich, Alemanya). El voltatge

aplicat per a la transfereéncia ha estat de 100 V constants durant 90 min.

8.5.4. Bloqueig de la membrana

Un cop acabada la transferencia de les proteines separades en el gel a la membrana, en aquesta se li ha
realitzat un bloqueig amb agitacié suau, per tal de bloquejar les posicions de la membrana on no s’han
enganxat les proteines de la mostra i aix{ evitar falsos positius. La incubaci6 s’ha realitzat a temperatura
ambient durant 1 h amb una solucié de bloqueig especifica [I-Block, Tween-20 0,1 %, clorur de sodi 68
mM, hidrogenfosfat de sodi 58 mM i dihidrogenfosfat de sodi 17 mM] o [BSA-TBS-T 0,1 % [BSA 5%-
TRIS 2 M, clorur de sodi 2,5 M, Tween-20 0,1 %]] depenent de si les proteines a detectar es troben o
no fosforilades. Després del bloqueig s’ha realitzat un rentat de 5 min amb solucié TBS-T 0,05 %

[TRIS 2 M, clorur de sodi 2,5 M, Tween-20 0,05 %] amb I'objectiu de retirar Pexcés de bloquejant.

8.5.5. Immunodeteccio

Les membranes s’han incubat amb lanticos primari, la Taula 8 recull tots els anticossos utilitzats,
dissolts en la mateixa solucié de TBS-T 0,05 % o bé amb BSA-TBS-T 0,1 %, a 4 °C durant 16 h i en
agitaci6 suau. Després de la incubacié de 'anticos primari s’han realitzat 3 rentats de 5 min amb solucié
tamp6 TBS-T 0,05 % 1 seguidament s’han incubat amb 'anticos secundari adequat (Taula 9), els quals
estan acoblats a peroxidasa. En tots els casos, aquest s’ha dissolt en la mateixa solucié de rentats i la
incubacié sempre s’ha realitzat a temperatura ambient durant 1 h 1 en agitacié suau. A continuacié s’han

realitzat 3 rentats de 5 min amb TBS-T 0,05 % i 2 amb TBS amb agitaci6 rapida.
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8.5.6. Revelat i analisis de dades

Per al revelat s’han incubat les membranes a temperatura ambient durant 5 min, amb el substrat
quimioluminescent [luminol™ Western Chemiluminescent HRP de Millipore Corporation, Billerica
MA, EE.UU]J. La capacitat d’emetre luminescencia s’ha detectat amb I'equip ChemiDoc™ MP imaging
System (BioRad, Munich, Alemanya) i analitzat amb el programa Image Lab software v4.0 (Bio-Rad,
Hercules, CA, EE.UU.). La quantitat de luminescencia és proporcional a la quantitat de proteina. En
aquest cas, la senyal sempre s’ha relativitzat amb un anticos utilitzat com a marcador de carrega, aplicat
a la mateixa membrana després d’aplicar-li una neteja. Els marcadors de carrega total han estat la
portina, l’actina i la tubulina segons el teixit i el pes molecular de la proteina a detectar. Posteriorment,
s’ha fet una tincié de Gallyas, per tal de poder quantificar el contingut de proteina a detectar, 1 aixi tenir

un valor més ajustat de la carrega.

Taula 8. Condicions experimentals detallades dels anticossos primaris utilitzats en la técnica
d’immunotransferéncia.

ANTICOSSOS PRIMARIS

Anticos Descripcio Referéncia P.M. (kDa)' %* ug? Dilucié* Anticos2r®
5-LOX Lipoxigenasa 5 ab169755-Abcam 78 10 35 1:1000 Anti-mouse
15-LOX Lipoxigenasa 15 ab119774-Abcam 75 10 35 1:500 Anti-mouse
ACAA1 Acetyl-CoA acyltransferase 1 ab84635-Abcam 44 10 35 1:1000 Anti-rabbit
ACOX1 Peroxisomal Acyl-CoA Oxidase1 ab59964-Abcam 74 10 35 1:100 Anti-rabbit
Actina Monoclonal anti-8-Actina A5441 Sigma 42 10 35 1:5000 Anti-mouse

AIF Apoptosis Inducing Factor A7549-Sigma 57 10 20 1:1000 Anti-rabbit
ATPasa ATP sintasa ab109867-Abcam 56 10 20 1:1000 Anti-mouse
AKT Protein Kinase B 44-609G-Invitrogen 60 10 35 1:1000 Anti-rabbit
AKT-P AKT-P (Ser473) 9271-Invitrogen 60 10 35 1:1000 Anti-rabbit
Cl Subunitat NDUFS3 del complex|  459130-Invitrogen 30 10 20 1:1000 Anti-mouse
cll Subunitzztol;!]a;vlz)p:rl?tein del 459200-Invitrogen 70 10 20 1:500 Anti-mouse
Clil Subunitat CORE 2 del complex Il 459220-Invitrogen 48 10 20 1:1000 Anti-mouse
cv Subunitat COXI del complex IV 459600-Invitrogen 57% 10 20 1:1000 Anti-mouse

Catalasa Catalasa ab16731-Abcam 60 10 35 1:1000 Anti-rabbit
COX2 Ciclooxigenasa 2 abs2237-Abcam 69 10 35 1:300 Anti-rabbit

CYP4502J)2 Citocrom p450 2J2 ab139160-Abcam 58 10 35 1:500 Anti-mouse
DBP-1 D-Bifunctional protein NBP1-85296-Novus 36 10 35 1:300 Anti-rabbit

ELOVL2 Elongaticgtct); ;Sg;k;ng-chain NBP1-80719-Novus 28 10 35 1:300 Anti-rabbit
FADS1 Fatty Acid Desaturase 1 ab124363-Abcam 52 10 35 1:300 Anti-mouse
FADS2 Fatty Acid Desaturase 2 ab72189-Abcam 45 10 35 1:500 Anti-rabbit
FoxO1 Forkhead Box Protein O 1 2880-Cell Signaling 78 10 35 1:1000 Anti-rabbit
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ANTICOSSOS PRIMARIS

Anticos Descripcié Referéncia P.M. (kDa)' %* ug? Dilucié* Anticos2r®
GFAP Glial fibrillary acidic protein ab7260-Abcam 55 10 35 1:1000 Anti-rabbit
mTOR Mammalian Target of Rapamycin  2972-Cell Signaling 289 7.5 35 1:1000 Anti-rabbit

mTOR-P Phospho-mTOR (Ser2448) 2971-Cell Signaling 289 7.5 35 1:1000 Anti-rabbit

NF-KBp65 Nuclear Factor kappa- -RelA ab32536-Abcam 65 10 35 1:1000 Anti-rabbit
Porina Porina A3185§;(!)\£1)ce>lsecular 31 10 35 1:5000 Anti-mouse
REST RE1 Silencing Transcription Factor ab21635-Abcam 121 10 35 1:1000 Anti-rabbit
SCP2 Sterol Carrier Protein 2 ab82382-Abcam 58 10 35 1:200 Anti-rabbit
SOD1 Superoxide Dismutasa 1 ab52950-Abcam 16 10 35 1:5000 Anti-rabbit
Tubulina Tubulina ab7291-Abcam 52 10 35 1:5000 Anti-mouse

!'Pes Molecular de la proteina * % d’acrilamida de la part separadora del gel 3 Quantitat (en pg) de proteina utilitzat *
Dilucié de I’anticos utilitzada *> Anticos secundari utilitzat. *Pes aparent en la imatge de la immunotransferéncia és 35
kDa

Taula 9. Condicions experimentals i referéncia dels anticossos secundaris utilitzats en la técnica
d’immunotransferéncia.

Dilucié
utilitzada
Anti-mouse ECL Anti-Mouse 1gG, Horseradish Peroxidase-Linked Species-Specific NA931 GE-Healthcare  1:50000

Whole Antibody (from sheep)
Anti-rabbit  Anti-rabbit IgG, H&L, Horseradish Peroxidase-Linked species (from goat) 31460 Pierce 1:100000

Anticos Descripcié Referéncia

8.6. Immunohistoquimica

Les mostres de teixit s’han submergit en parafina, i posteriorment, mitjancant un microtom de
lliscament s’han obtingut seccions coronals de 5 pm de gruix. Posteriorment a la desparafinacié, les
seccions de 5 um de gruix s’han bloquejat les peroxidases endogenes mitjantcant la incubat en una
soluci6 del 10 % metanol i 1 % de peroxid d’hidrogen a temperatura ambient durant 15 min, seguit
d’una incubacié amb sérum de cavall normal al 3 % durant 1 h. Posteriorment, les seccions s’han
incubat amb un dels anticossos primaris, indicats en la Taula 10, a 4 °C durant tota la nit.
Posteriorment, les seccions s’han esbandit i s’han incubat amb un anticos secundari biotinilat (Dako,
Glostrup, Dinamarca), seguit del sistema peroxidasa EnVison+ (Dako), i finalment s’han revelat
mitjang¢ant una solucié de diaminobenzidina 1 peroxid d’hidrogen. A continuacio, les seccions han estat
lleugerament contratenyides amb hematoxilina. Algunes seccions s’han incubat sense anticos primari;
cap immunotincié s’ha detectat en aquestes seccions. Després de la tincio, les seccions s’han deshidratat
1 s’han muntat en el porta objecte per a I’avaluacié microscopica. Les imatges s’han adquirit amb un
microscopi Olympus BX51 (UPlan FLL. N 20 X /0,50 Phl) (Olympus Cotporation, Toquio, Japod)

connectat a una camera Olympus DP71 i al programa Cell * B (Olympus Corporation).
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Taula 10. Condicions experimentals detallades dels anticossos primaris utilitzats en Ila tecnica
d’immunohistoquimica.

ANTICOSSOS PRIMARIS

Anticos Descripcié Referéncia Dilucié Anticos 2ri
ACAA1 Acetyl-CoA acyltransferase 1 ab84635-Abcam 1:100 Anti-rabbit
AKT Protein Kinase B 44-609G-Invitrogen 1:100 Anti-rabbit
cl Subunitat NDUFS3 del complex | 459130-Invitrogen 1:100 Anti-mouse
FADS2 Fatty Acid Desaturase 2 ab72189-Abcam 1:50 Anti-rabbit
mTOR Mammalian Target of Rapamycin 2972-Cell Signaling 1:100 Anti-rabbit
Nrf2 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 sc-722-Santa Cruz 1:200 Anti- rabbit
REST RE1 Silencing Transcription Factor ab21635-Abcam 1:100 Anti-rabbit

8.7. PCR en temps real o Q-PCR

La PCR en temps real és una variant de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR; de I'angles,
Polymerase Chain Reaction) utilitzada per amplificar i simultaniament quantificar de forma absoluta el

producte de 'amplificacié de I'acid desoxiribonucleic (ADN).

8.7.1. Extracci6 total de ’acid ribonucleic (RNA)

Ates que les molecules de RNA sén facilment degradables, s’ha treballat sota condicions que
disminuien la seva degradacié: 1) polvoritzacié de la zona, de equip i deel material de treball amb
etanol 70 % i amb un inhibidor de ribonucleasa (RNasa) RNAse Zap (ref. R2020 de Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE.UU.), 2) utilitzacié d’eppendorfs RNasa free, 3) utilitzacié de puntes amb filtre i 4)

treballar sota campana de flux laminar.

8.7.2. Purificacio del RNA

La purificacié6 del RNA s’ha obtingut mitjancant el RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) seguint el protocol descrit a continuacié. Per realitzar extraccié de RNA s’ha
utilitzat aproximadament 100 mg de teixit, el qual s’ha mantingut congelat a -80 °C fins a realitzar
Pextraccié. La mostra s’ha cobert amb 300 pL. de QIAzol Lysis Reagent per a la seva homogeneitzacid
utilitzant un “micropistille” (Eppendorf, Hamburg, Alemanya) per mostra. Posteriorment s’ha afegit els
700 pL restants de QIAzol mesclant amb la propia pipeta, 1 s’ha incubat ’homogenat a temperatura
ambient durant 5 min. A continuacid, s’ha afegit 200 plL de cloroform i s’ha agitat amb intensitat durant
15 segons, i s’ha incubat a temperatura ambient durant 3 min. S’ha centrifugat a 12.000 tpm a 4 °C
durant 30 min. La fase aquosa s’ha passat a un nou eppendorf RNasa free, afegint un volum d’etanol 70
% 1 tot seguit, s’ha agitat en un vibrador de bra¢ oscil'lant (Vibromatic #384 Selecta, Barcelona,
Espanya). A continuacid, la mostra s’ha transferit a una RNeasy Mini spin column amb un eppendorf
RNasa free de 2 mL i s’ha centrifugat a 8.000 x g a temperatura ambient durant 15 segons per descartar

el residu.
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Posteriorment, per aconseguir una major eficiencia de la RT-PCR s’ha optat per realitzar una digestio
de DNA mitjangant el kit RNasa-Free DNasa Set de Qiagen (ref. 79254). Primerament, s’ha netejat la
columna amb 350 pL. de tampé RW1* i s’ha centrifugat a 8.000 x g a temperatura ambient durant 15
segons. Seguidament, s’ha afegit 80 uL. per columna d’una solucié composta de 10 uL. DNasa 11 70 uLL
de tampé RDD¥*, deixant-ho incubar a temperatura ambient durant 15 min. Per dltim, s’ha netejat les
columnes amb 350 plL de tampé RW1 1 s’ha centrifugat a 8.000 x g a temperatura ambient durant 15
segons. Per continuar amb l'extraccié de RNA s’ha afegit 500 uL. de tampé RPE* i s’ha centrifugat a
8.000 x g a temperatura ambient durant 15 segons. Aquest ultim pas s’ha repetit dos cops més, pero
amb 2 min de centrifugacié. Finalment, les columnes s’han col-locat en eppendorfs RNasa free per a la
seva centrifugacié a 8.000 x g a temperatura ambient durant 1 min, per tal d’obtenir el RNA en 50 uL
d’aigua RNasa free. E1 RNA obtingut s’ha preservat a -80 °C fins a la seva posterior utilitzacié. * No
s’especifica la composicié dels tampons RW1, RDD i RPE degut a la propietat i confidencialitat dels

productes de la marca Qiagen (GmbH, Hilden, Germany).

8.7.3. Quantificacio de la concentracié d’acids nucleics

La concentracié de cada mostra sha mesurat a 340 nm utilitzant Pequip NanoDrop 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Per realitzar la lectura, primer s’han
realitzat 2 rentats del lector amb 1 pL d’aigua lliure de RNasa per eliminar possibles impureses que
poden interferir en la lectura. Amb 1 ul. d’aquest mateix tipus d’aigua s’ha realitzat el blanc i
seguidament s’ha comengat amb la quantificaci6 de la concentraci6 proteica de les mostres. Juntament a
les dades de concentracié s’han anotat els valors de les ratios 260/280 i 260/230, que aporten

informaci6 de la puresa de la mostra.

Mitjangant aquesta quantificacié s’ha pogut determinar la concentraci6 de RNA i el grau de
contaminacié. No obstant aixo, les dades no sén rellevants en relacié amb la integritat de la molecula.
Per determinar la integritat del RNA s’ha mesurat mitjancant el valor RIN (de l'angles, RINA Integrity
Number) (Taula 11), utilitzant Pequip Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
(Schroeder et al., 2006). Un valor igual o superior a 6 ha determinat la integritat de la mostra (Ferrer et

al., 2008).

8.7.4. Transcripcié inversa de 1'acid ribonucleic

La retrotranscripcié (RT; de langles, Reverse Transcriptase) sha realitzat mitjancant el High-Capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Fosters City, CA, USA) seguint el protocol proporcionat pel
fabricant. Breument, les mostres s’han normalitzat en vials lliures de RNasa a una concentracié final d’1

pg de mostra RNA en 10 plL d’aigua lliure de RNasa per sintetitzar 1 pg de cDNA. Posteriorment, s’ha
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afegit 10 uL de la preparacié 2X RT Master Mix (Taula 12) per realitzar la reaccié de retrotranscripcié
de les mostres. Finalment, s’ha utilitzat el termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules,
CA, EE.UU.) seguint el programa de temperatura indicat en el protocol del fabricant (Figura 20).
Paral-lelament a la reaccié, s’han processat mostres de RNA en abséncia de I'enzim retrotranscriptasa

per tal de descartar la contaminaci6é del DNA.

Taula 11. Caracteristiques dels casos utilitzats en estudi de I’expressié del RNA missatger.

Cas Edat Geénere Temps Post- Mortem ‘ Valor RIN

1 43 MASCULI 4h 35 min 7,3
2 43 MASCULI 5h 55 min 7,5
3 46 FEMENI 9h 35 min 6,9
4 46 MASCULI 15h 7,5
9 52 FEMENI 5h 45 min 6,6
1 52 MASCULI 4h 40 min 71
14 56 MASCULI 3h 45 min 71
16 58 MASCULI 4h 7,3
17 61 MASCULI 3h 55 min 7,4
22 65 MASCULI 16h 6,1
23 66 FEMENI 4h 15min 71
24 67 FEMEN{ 5h 20 min 5,8
26 70 MASCULI 2h 7,3
29 71 FEMEN{ 6h 6,7
30 71 FEMENI 8h 30 min 6,7
33 72 MASCULI 3h 35 min 7,5
50 82 FEMENI 3h 05 min 6,9
52 83 MASCULI 3h 03 min 7
53 83 MASCULI 4h 30 min 7,3
57 86 MASCULI 5h 35 min 6

Taula 12. Components 2X RT Master Mix.

Component ‘ Volum (pL)/Reaccié del Kit ‘
10X RT Buffer 2,0 uL
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 uL
10X RT Random Primers 2,0l
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0 gL
Aigua lliure de RNAsa 4,2 uL

Figura 20. Programa del termociclador per a Pobtencié de cDNA mitjangant la retrotranscripcio.
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8.7.5. PCR a temps real

La PCR a temps real s’ha realitzat a partir del cDNA obtingut en el pas anterior. Per realitzar aquesta
tecnica s’ha utilitzat unes sondes especifiques que inclouen dos encebadors o primers 1 una sonda
marcada amb un fluorofor i un extintor (guencher) per a cada cDNA a analitzar. Aquestes sondes
hibriden amb el cDNA de la mostra i la polimerasa amplifica el fragment limitat pels dos encebadors,
alliberant lextintor i permetent que el fluorofor emeti llum en ésser excitat. Les sondes utilitzades en
Pestudi sén de TagMan® (Applied Biosystems) i es mostren a la Taula 13. Preéviament a Pestudi, s’ha
validat Ieficiencia de cada una de les sondes TagMan® de 'estudi mitjancant rectes patré a diferents

concentracions.

Taula 13. Sondes TagMan® (Applied Biosystems) per a ’analisi PCR en temps real.

Simbol del Gen ‘ Nom del Gen Codi

ACTB B-Actina Hs99999903_m1; gen de referencia
AKT1 Protein Kinase B Hs00178289 m1
ALOX15 Lipoxigenasa 15 Hs00993765_g1
ATP5B ATP sintasa Hs00969569 _m1
CYP2J2 Citocrom p450 2J2 Hs00951113_m1
ELOVL2 Elongation of very-long-chain fatty acids 2 Hs00214936_m1
FADS1 Fatty Acid Desaturase 1 Hs00203685_m1
FADS2 Fatty Acid Desaturase 2 Hs00927433 m1
mTOR Mammalian Target of Rapamycin Hs00234508 m1
NDUFA9 Subunitat NDUFA9 del complex | Hs00245308 m1
RELA Nuclear Factor kappa-f -RelA Hs00153294 _m1
REST RE1 Silencing Transcription Factor Hs00958503_m1

Per a la realitzacié d’aquest protocol s’ha necessitat 50 ng per mostra del cDNA obtingut en el pas
anterior. Atés que les mostres han estat conservades a 100 ng/ulL s’han diluit amb P'objectiu de partir
d’un volum d’1 pL. A aquest volum se li ha afegit 3,5 uL. d’aigua lliure de RNasa, 5 ul. de la master mix
Tagman® Universal PCR Expression Master Mix (Applied Biosystems®) i 0,5 pL. de la sonda especifica del
gen dinteres en cada cas. Aquesta reaccié s’ha preparat per cada mostra i gen per triplicat.
Simultaniament a cada placa s’han realitzat reaccions de PCR amb una mateixa mostra i el gen de

referencia, com a internal run calibration, amb 'objectiu de minimitzar els errors entre plaques.

Un cop incorporats tots els reactius a les plaques de 96 pous (Hard-Shell PCR plates-96- Well
WHT/CLR de Bio-Rad) i afegits els films adhesius (Microseal® B’ Adhesive Seals de Bio-Rad), s’han
introduit al termociclador (Real-Time PCR Detection System CFX96 de Bio-Rad). La reacci6 ha tingut
lloc seguint els segiients parametres: 50 °C durant 2 min, 95 °C durant 10 min, i 40 cicles a 95 °C
durant 15 segons i 1 min a 60 °C. Finalment, les dades s’han obtingut i analitzat amb el software CFX

Manager™ versi6 3.1 (Bio-Rad, Barcelona, Espanya).

111



MATERIALS I METODES

Els resultats s’han obtingut en forma de nombre de Ct (de I'angles, ¢ycle threshold) que és el cicle de PCR
en qué comenga el creixement exponencial de la fluorescéncia, i per tant del producte de la PCR. Es a
dir, com més cDNA es tingui de partida, més aviat creuara el llindar de deteccié de fluorescéncia i
menor sera el Ct. Per calcular la quantitat relativa de mRNA s’ha tingut en compte les eficiéncies (E) de
cada una de les sondes TagMan® obtingudes préviament. El metode AAct no s’ha utilitzat a causa que
Peficiéncia de la sonda corresponent al gen REST no compleix els requisits per utilitzar aquest métode.
Aixi doncs, l'expressié relativa ha estat el resultat d’aplicar la férmula (Egen diana “ACtdiana (control-

mostra) / Egen de referencia” ACtiet (control-mostra)). El gen ACTB s’ha utilitzat com a gen de referéncia.

8.8. Analisi metabolomic

La metabolomica es descriu com el conjunt complet de metabolits, és a dir, com el conjunt de
molecules intermediaries de baix pes molecular. Aquestes molecules intermediaries sén dependents del
context i varien d’acord amb la fisiologia, I'estat de desenvolupament, I'estat patologic de la cellula, el
teixit, '0rgan o lorganisme (Raamsdonk et al, 2001). Per analitzar les diferencies metaboliques
existents entre diferents parts del SNC huma s’han utilitzat dues aproximacions diferents. Per una
banda, basant-nos en els antecedents del propi grup, s’ha aplicat metabolomica dirigida mitjangant un
metode altament sensible i robust per mesurar i definir si vies metaboliques concretes estan regulades
de manera diferent depenent de la regié del SNC. Especificament, ens hem centrant en metabolits
implicats en les seglients vies: i) metabolisme bioenergétic; i) metabolisme de la serina, glicina i
treonina; iif) metabolisme de la metionina; iv) metabolisme de les purines. Per altra banda, hem aplicat
metabolomica no dirigida amb I'objectiu de determinar els perfils metabolomics diferencials. Aquest
enfocament no directe o global ens permet mesurar i comparar, indiscriminadament, el major nombre

de metabolits entre mostres possibles (Patti et al., 2012).

Una preocupacio técnica important ha estat la rellevancia dels mesuraments metabolics fets en el teixit
cerebral post-mortem respecte les concentracions dels metabolits 7z vive. En aquest sentit, els criteris
aplicats per a la seleccié dels casos garanteix la qualitat de les mostres i la preservacié de la concentracid
in vivo dels metabolits mesurats. Refor¢ d'aixo és que estudis previs demostren que la concentracié de
molts metabolits, com ara mioinositol, creatina, glutamina, glutamat, N-acetil aspartat, i taurina es
mantenen estables en el teixit cerebral post-mortens durant intervals de temps llargs (Michaelis et al., 1996;
Opstad et al., 2010; Perry et al., 1981; Petroff et al., 1988). De la mateixa manera, la quantificacié post-
mortems de poliamines cerebrals, com ara espermina, espermidina i putrescina, en cervell huma
mitjancant GC-MS no va mostrar una relacié significativa entre les concentracions dels metabolits i
l'interval post-mortems (Chen et al., 2009). Aixi doncs, ja que la majoria dels metabolits analitzats pertanyen

a rutes metaboliques associades al metabolisme d'un carboni, entenem que els metabolits analitzats
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tenen estabilitat a llarg termini i no hi ha indicacié de canvi de concentraci6 induida pel zemsps post-morten

i, en conseqliencia, podem excloure el temps post-mortens com a factor de confusio.

8.8.1. Preparaci6 de la mostra

Els metabolits s’han extret de les mostres de teixit (conservades a -80 °C) utilitzant metanol segons esta
descrit en la literatura per Ansoleaga i col-laboradors (Ansoleaga et al., 2015). Breument, s’ha afegit 20
volums de metanol fred (que conté 1 png/mL de fenilalanina marcada isotopicament amb un 3C (Figura
21), com a estandard intern i 1 pM de BHT com antioxidant) a 50 mg de teixit, aproximadament.
Seguidament, s’ha homogeneitzat mitjancant un Ultra-Turrax (3420000 IKA, Alemanya) i s’ha incubat a
-20 °C durant 1 h. Posteriorment, s’ha centrifugat a 12,000 x g a 4 °C durant 3 min, precipitant
d’aquesta manera la proteina. Els sobrenedants, extracte metanolic on trobem els metabolits, s’han
filtrat mitjancant eppendorfs UltraFree amb 0,22 um de mida de porus (UFC3LTKO0, Millipore,
Bredford, MA, EUA) per a la seva posterior analisis.

Figura 21. Estructura quimica de la fenilalanina marcada isotopicament amb un C (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espanya).

8.8.2. Analisi de metabolomica dirigida
8.8.2.1. Sistema cromatografic

L’analisi s’ha realitzat mitjancant cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses amb una
font d’ionitzacié d’electrosprai (ESI; de angles, Electrospray ionization) 1 un analitzador de masses triple
quadrupol (LC-ESI-QQQ-MS/MS). La cromatografia liquida d’ultra alta resolucié (UPLC; de I'angles,
Ultra performance liguid chromatography) utilitzada ha estat un UPLC model 1290 (Agilent Technologies,
Batcelona, Espanya) acoblat a un ESI-QQQ MS/MS model 6420 (Agilent Technologies, Batcelona,
Espanya).

8.8.2.2. Condicions cromatografiques

Per a I’analisi metabolomic s’ha injectat 6 uL. de Pextracte metanolic a una columna C18 de fase reversa
(Zorbax SB-Aq 1,8 um x 2,1 x 50 mm; Agilent Technologies, Barcelona, Espanya), utilitzant una

velocitat de flux de 0,2 mL/min durant 19 min amb un gradient de (0-5 min 0 % B, 5-8 min de 0 % de

113



MATERIALS I METODES

B a 30 % B, 8-9 min des de 30 % de B a 100 % de B, 8-12 min 100 % de B, 12-13 min de 100 % aB a0
%, 13-19 min 0 % B) format per la fase mobil A, aigua-acid formic al 0,1 %, i la fase mobil B,
acetonitril-acid formic al 0,1 %. Cada 5 mostres s’ha injectat estandards interns i externs com un
control de qualitat, juntament a la prévia descodificacié de les mostres i una assignacié a I’atzar abans de

la injeccié de les mostres.

La ionitzaci6 per electrosprai s’ha dut a terme tant en mode d’i6 positiu com en negatiu, depenent del
metabolit buscat, utilitzant N2 a una pressié de 50 psi per al nebulitzador amb un flux de 12 L/min i

una temperatura de 325 °C.

8.8.2.3. Caracteristiques cromatografiques

Per detectar els metabolits individuals s’ha utilitzat el meétode de monitoratge de reaccié mdaltiple
(MRM; de Pangles, maultiple reaction monitoring) tant en mode d’id6 positiu com en negatiu. Les
caracteristiques d’aquest meétode han estat optimitzades individualment mitjancant la injeccié
d’estandards purs proporcionats per Sigma-Aldrich (Madrid, Espanya) 1 I'aplicacié del processador
MassHunter Optimizer (Agilent Technologies, Barcelona, Espanya). No obstant, alguns dels metabolits
han necessitat d’una optimitzacié manual mitjancant el prossessador MassHunter Qualitative Analyses
(Agilent Technologies, Barcelona, Espanya). Posteriorment, tots els resultats obtinguts en P'optimitzacié
individual pel métode MRM s’han comparat amb la bibliografia disponible. Els metabolits identificats i

les caracteristiques cromatografiques utilitzades es presenten a la Taula 14.

8.8.2.4. Quantificaci6 dels metabolits

La quantificacié final de l'estudi de metabolomica dirigida s’ha realitzat mitjancant el processador
d’analisis quantitatiuv Mass Hunter Quantitative Analyses (Agilent Technologies, Barcelona, Espanya)
que permet la integracié i extraccié de les intensitats dels pics d’una manera rapida i automatitzada
utilitzant el pic de fenilalanina 3C de Sigma-Aldrich (Madrid, Espanya) com estandard intern. Les
concentracions finals s’han expressat com MS Counts de tots els metabolits estudiats referenciats a MS

Counts de fenilalanina 13C.

8.8.3. Analisi de metabolomica no dirigida
8.8.3.1. Sistema cromatografic

L’analisi s’ha realitzat mitjancant cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses amb una
font d’ionitzacié d’electrosprai (ESI; de 'angles, electrospray ionization) i un analitzador de masses hibrid

quadrupol-temps de vol (LC-ESI-QTOF-MS/MS). La cromatografia liquida d’ultra alta resolucié
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utilitzada ha estat un UPLC model 1290 (Agilent Technologies, Barcelona, Espanya) acoblat a un ESI-
Q-TOF MS/MS model 6520 (Agilent Technologies, Batcelona, Espanya).

8.8.3.2. Condicions cromatografiques

Per a I'analisi metabolomic s’ha injectat 2 uL. de I'extracte metanolic de cada mostra a una columna C18
de fase reversa (Zorbax SB-Aq 1,8 um x 2,1 x 50 mm; Agilent Technologies, Barcelona, Espanya) a una
temperatura de 60 °C i equipada amb una precolumna (Zotbax SB-C8 Rapid Resolution Cartridge 3,5
pm x 2,1 x 30 mm; Agilent Technologies, Barcelona, Espanya). La velocitat de flux ha estat constant a
0,6 mL/min i amb un gradient inicial del 2 % de fase mobil B. Seguidament, s’ha arribat al 98 % de fase
B en el minut 13 i s’ha mantingut a aquest percentatge durant 6 min. Finalment, els sistema s’ha
reequilibrat durant 5 min al 2 % de fase B. S’ha utilitzat aigua al 0,2 % d’acid acetic com a fase mobil A i

metanol al 0,2 % acid acétic com a fase mobil B.

Les dades s’han recollit en mode positiu i negatiu operant en mode TOF de rastreig des de 100 fins a
3000 m/z. El voltatge capil-lar ha estat de 3500 V i la velocitat d’escaneig ha estat d’1 escaneig. S’ha
utilitzat N> com a gas del nebulitzador amb un flux de 5 L/min i una temperatura de 350 °C.
Paral-lelament, la font ESI utilitza un nebulitzador independent amb un flux de 10 L/min, el qual
introdueix continuament masses de compostos de referéncia: 121.050873, 922.009798 (en mode i6

positiu) 1 119.036320, 966.000725 (en mode 16 negatiu) per al calibratge continuo de masses.
8.8.3.3. Analisi de les dades

Per a Tobtencié de les dades sutilitza el processador MassHunter Data Adquisition (Agilent
Technologies, Barcelona, Espanya) i el processador MassHunter Qualitative Analysis (Agilent
Technologies, Barcelona, Espanya) per extreure les caracteristiques moleculars de les mostres.
Finalment, per a la comparacié 1 analisi estadistica entre grups de les caracteristiques extretes s’utilitza el
processador MassHunter Profiler Professional (Agilent Technologies, Barcelona, Espanya). S’han
seleccionat només aquelles caracteristiques moleculars amb una abundancia absoluta minima de 5000
counts 1 amb un minim de 2 ions. Posteriorment, les caracteristiques moleculars presents en les mostres
s’han alineat utilitzant una finestra de temps de retencié (TR) de 0,1 % *+ 0,15 min i una finestra de
masses de 5,0 ppm + 2,0 mDA. Finalment, per evitar soroll de fons, s’han seleccionat només aquelles
caracteristiques moleculars que es troben en almenys el 75 % de les mostres del mateix grup i s’ha
aplicat estadistica multivariant no supervisada (Hierarchical clustering i analisi de components principals
(PCA; de langles, principal component analysis)) i supervisada (PLS-DA; de Pangles, partial-least-square

discriminant analyses).
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Taula 14.Caracteristiques cromatografiques dels analits detectats en I’estudi metabolomic del SNC huma.

Dinamic MRM

Component 16 Precursor 16 Producte RT (min) Polaritat
3-fosfoglicerat (*) 185 97 0,82 1 75 12 7 Negativa

Acid cis-aconitat 175,03 129 1,5 1 65 4 7 Positiva

Acid glutamic 146 102,1 0,8 1 75 12 7 Negativa

o Fosfoenolpiruvat (*) 166,97 79 0,84 1 55 8 7 Negativa

0 Fumarat 15 71 1,8 1 60 7 Negativa

%o Gliceraldehid 3P 168,99 97 0,8 1 19 7 Negativa

§ Glutamina 147,1 84 0,79 1 70 16 7 Positiva

g L-Carnitina 162,1 60,1 0,81 1 107 16 7 Positiva

E NADH (*) 666 136,7 2,4 1 124 44 7 Positiva

..g NADPH (*) 746,1 302 1,57 1 129 36 7 Positiva

= Piruvat (*) 87 43,1 1,4 1 35 4 7 Negativa
Prolina 116,07 70,1 0,81 1 75 16 7 Positiva

Succinat 17 73,1 2,2 1 65 8 7 Negativa

Triptofan 205,1 188,1 9,8 1 70 4 7 Positiva

- Betaina 118,09 58,1 0,82 1 107 28 7 Positiva
B E . Colina 105,12 61,1 0,78 1 92 16 7 Positiva
g f‘,.i !E: Glicina 76 48,1 0,78 1 35 7 Positiva
_‘_g £ 9 |LSerina 106,05 60,1 0,79 1 60 7 Positiva
% %)o s Sarcosina 90,06 44,1 0,8 1 40 16 7 Positiva
= o Treonina 120,1 74,1 0,8 1 65 4 7 Positiva
5-Metil-THF (¥*) 460,2 313,3 13,3 2 104 12 7 Positiva

Acid folic (*) 442,15 295,1 9,35 2 92 8 7 Positiva

Cisteina 122,03 59 0,85 1 129 24 7 Positiva

g Cistationina 223,08 88 0,8 1 77 24 7 Positiva
g Espermidina 146,2 72,1 0,71 1 75 12 7 Positiva
b Glutatié 308.09 84 1,6 1 97 28 7 Positiva
E Glutatié oxidat (*) 613,16 355 1,4 1 161 16 7 Positiva
E Homocisteina 136.2 90 0.88 1 65 4 7 Positiva
“E’ Metionina 150,06 56,1 1.4 1 70 12 7 Positiva
% PLP (*) 248 94,2 1,6 1 110 28 7 Positiva
] Piridoxal 168,1 150 1,6 1 70 8 7 Positiva
g Piridoxamina 169,1 150.2 0,82 1 70 12 7 Positiva
SAH(*) 385,13 136 4,39 1 97 12 7 Positiva

SAM 399,15 250 0,8 1 100 8 7 Positiva

Taurina 124 80 0,8 1 102 20 7 Negativa
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Component 16 Precursor 16 Producte Temps Ret (min) Temps Delta Ret Fragmentor Energia de col-lisié Voltatge Cell Accelerator Polaritat
Adenosina 268,1 136 6 1 92 12 7 Positiva
ADP 426,02 158,9 1,33 1 134 20 7 Negativa
AMP 348,07 136 1,8 1 102 16 7 Positiva
2 Desoxiguanosina (*) 268,1 110 9,3 1 168 44 7 Positiva
f:= Desoxiguanosina 5MP (*) 348,07 152 3,58 1 85 8 7 Positiva
& Guanina (*) 152,1 135 1,46 1 107 16 7 Positiva
ﬁ Guanosina sMP 364 152 0,86 1 87 8 7 Positiva
% Hipoxantina 137,05 55,1 2 1 109 32 7 Positiva
g Inosina 269,09 137 7,3 1 70 4 7 Positiva
§ Inosina sMP 349,06 137 2,08 1 72 4 7 Positiva
g Inosina 5DP (*) 427 158,9 1,2 2 119 24 7 Negativa
s Ribosa 5P 151,06 68,9 0,67 1 40 16 7 Positiva
Xantina 153 10 2,54 1 92 16 7 Positiva
Xantosina 285,1 153 7,6 2 65 4 7 Positiva
L-Carnosina (*) 227,1 10,2 0,8 1 92 20 7 Positiva
E Mioinositol 179,05 87 0,75 1 102 16 7 Negativa
S
n N-Acetil-Asp-Glut 305,1 148 2,9 1 70 4 7 Positiva
5 Acid N-Acetil-Asp (*) 174 88 1,49 1 75 12 7 Positiva
=
Fenilalanina-*C (estandard) 167,09 120,1 5,9 2 70 8 7 Positiva

(*) Metabolits que tot i ser optimitzats per a la seva deteccié han estat exclosos a causa de la seva no deteccid en el teixit d’estudi seguint el métode d’extraccié descrit.
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8.9. METODES ESTADISTICS

A fi d’extreure la maxima informacié de cada analisi 1 per tant, d’assolir els 4 objectius proposats,
s’han realitzat diferentes analisis estadistiques. A continuaci6 es desglossen els metodes estadistics

utilitzats en cada un d’ells.

Cal tenir en compte, peto, que en totes les analisis el nivell minim de significaci6 estadistica ha estat
de 0,05 en totes les comparacions. El grau de significacié obtingut s’ha representat a totes les

grafiques com: * en el cas que p< 0,05, ** en el cas que p< 0,01 o *** en el cas que p< 0,001.

8.9.1. Lipids i vulnerabilitat neuronal selectiva del sistema nervids central huma

Lanalisi es va du a terme en dues fases. En primer lloc, com a prova estadistica per valorar les
diferencies entre les mitjanes de les regions del SNC huma estudiades en diversos experiments s’ha
utilitzat una analisi de variancia (ANOVA; de 'angles, analysis of variance) d’un factor seguit d’un test
de comparacions dos a dos "a posteriori", especificament la prova DMS (Diferencia minima
significativa). L’analisi estadistica s’ha realitzat amb el programa SPSS statistics 17.0 (Inc. Chicago,
IL, EUA), i la representacié grafica de les densitometries dels Westerns blots ha estat creada amb el

programa Prisma 4.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA).

En segon lloc, per avaluar les associacions entre les diferents regions del SNC estudiades en les
variables dels indexs globals dels acids grassos i dels marcadors de dany oxidatiu, s’ha utilitzat el
coeficient de correlacié de Spearman. En aquest sentit, el coeficient de Spearman p (rho) és una
mesura no parametrica de la correlacié (associacié o interdependencia) entre dues variables
aleatories continues u ordinals, que avalua el grau de relacié lineal ja sigui positiva o negativa. En
aquest cas les diferents regions del SNC huma no sén variables continues pero les hem convertit en
variables ordinals mitjancant enumeracié ordenada de les regions, de caudal a cranial, tenint en
compte la seva posicié anatomica. Préviament a aquesta analisi, pero, s’ha obtingut un histograma
de les variables per tal d’observar si les dades tenen una distribucié simetrica (dades no mostrades).
Lanalisi estadistica i la representacié grafica s’ha realitzat utilitzant la llibreria “ggplot2” del

programa estadistic R (versi6 3.1.1).

8.9.2. Metabolomica i vulnerabilitat del sistema nervids central huma

Com a prova estadistica per valorar les diferéncies entre les mitjanes de les tres regions del SNC
huma estudiades, tant en 'analisi metabolomica com en Iestimaci6 proteica, s’ha utilitzat una analisi
de variancia (ANOVA) d’un factor seguit d’un test de comparacions dos a dos “a posteriori”,
especificament la prova DMS. L’analisi estadistica s’ha realitzat amb el programa SPSS statistics 17.0

(Inc. Chicago, IL, EUA), i les representacions grafiques han estat creades amb el programa Prisma

4.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA).
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8.9.3. Efecte de Penvelliment en la vulnerabilitat neuronal selectiva del sistema nervios

central huma

L’analisi es va du a terme en tres fases. En primer lloc, com a prova estadistica per valorat les
diferéncies entre les mitjanes dels diferents grups d’edat de I’escorca frontal humana estudiades en
diversos experiments s’ha utilitzat una analisi de variancia (ANOVA) d’un factor seguit d’un test de
comparacions dos a dos “a posteriori”, especificament la prova DMS. L’analisi estadistica s’ha
realitzat amb el programa SPSS statistics 17.0 (Inc. Chicago, IL, EUA), i la representaci6 grafica de
les densitometries dels Westerns blots i I'expressié del mRNA han estat creades amb el programa
Prisma 4.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). D’altra banda, les analisis de regressié no linial de la
Figura 68 s’han realitzat a partir d’'una estimacié curvilinia amb el programa SPSS statistics 17.0

(Inc. Chicago, 1L, EUA).

En segon lloc, com a prova per tragar la progressié de I'escor¢a frontal d’individus de diferents
edats en les variables dels indexs globals dels acids grassos i dels marcadors de dany oxidatiu, s’ha
utilitzat un model additiu generalitzat (GAM; de 'angles, generalized additive model). GAM, presentat
per Hastie i Tibshirani el 1990 (Hastie and Tibshirani, 1990), és una expansié dels models
tradicionals de regressio lineal per a ’analisi de dades, que incorpora la no linealitat i la regressié no
parameétrica. El model és constitueix per la suma de funcions suaus (polinomis) de les variables
predictores, podent ser aquestes variables continues o categoriques. En aquest cas, en una primera
analisi és va tenir en compte les variables edat, sexe i temps post-mortemr. No obstant, les variables
sexe 1 temps post-mortem no van ser estadisticament significatives fet que va propiciar la no utilitzacié
d’aquestes variables en I'analisi estadistica final. Aixi doncs, les variables dels indexs globals dels
acids grassos i dels marcadors de dany oxidatiu s’han representat en funcié de la variable edat.
Aquesta representacié no lineal ens permet fer associacions d’aquestes variables amb I'augment de
I'edat. La significacié d’aquest model es basa en el valor p< 0,05. Préviament a aquesta analisi, pero,
en aquest cas també s’han obtingut histogrames de les variables per tal d’observar si les dades tenen
una distribucié simetrica (dades no mostrades). L’analisi estadistica i la corresponent grafica s’ha

realitzat utilitzant la llibreria “mgev”” del programa estadistic R (versi6 3.1.1).

En tercer lloc, com a prova per determinar I'edat aproximada en la qual les variables dels indexs
globals dels acids grassos i dels marcadors de dany oxidatiu mostren un punt d’inflexié -break point-
dels nivells presents en I’escor¢a frontal humana, s’ha utilitzat un model lineal amb segmentaci6é (Im;
de ’anglés, lineal model). Es a dir, dins d’un model lineal aquesta funci6 no allisa les dades sin6 que
ajusta diferents rectes amb punts de canvis seleccionats automaticament pet optimitzar 'ajust a les
dades. L'avaluacié d’aquest model es basa en el valor del coeficient de determinacié R quadrat
ajustat, de manera que valors més proxims a 1 indicaran un millor ajust i per tant, el model sera més
explicatiu. En aquest cas I'analisi estadistica 1 la corresponent representacié grafica s’ha realitzat

utilitzant la llibreria “segmented” del programa estadistic R (versi6 3.1.1).
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8.9.4. Efecte de la restriccié en metionina en P’envelliment del sistema nervids central en un

model experimental

Per aquest dltim experiment, ’analisi es va du a terme en dues fases. En primer lloc, com a prova
estadistica per valorar les diferéncies entre les mitjanes del pes corporal i dels parametres bioquimics
mesurats en plasma dels tres grups experimentals estudiats s’ha utilitzat una analisi de variancia
(ANOVA) d’un factor seguit d’un test de comparacions dos a dos “a posteriori”, especificament la
prova DMS. L’analisi estadistica s’ha realitzat amb el programa SPSS statistics 17.0 (Inc. Chicago,
IL, EUA).

En segon lloc, com a prova per analitzar els possibles canvis entre els tres grups experimentals en
cada una de les regions del SNC de rata estudiades en les variables dels indexs globals dels acids
grassos 1 dels marcadors de dany oxidatiu, s’ha realitzat una analisi estadistica estratificat. L’analisi
estratificat correspon a una representacié descriptiva de les dades de cada regié. Posteriorment,
mitjan¢ant una analisi de variancia (ANOVA) d’una via, seguit d’un test post-hoc: Bonferroni, s’ha
analitzat les diferéncies entre les mitjanes dels tres grups experimentals en cada regi6. Préviament a
aquesta analisi, pero, en aquest capitol també s’han obtingut histogrames de les variables per tal
d’observar si les dades tenen una distribuci6 simetrica (dades no mostrades). L’analisi estadistica i la
representacié grafica s’ha realitzat utilitzant la llibreria “ggplot2” del programa estadistic R (versié

3.1.1).
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9. RESULTATS

9.1. Lipids i vulnerabilitat neuronal selectiva del sistema nerviés central huma

Per tal d’abordar els objectius plantejats en aquest estudi s’ha iniciat amb la deteccid, identificacié i
quantificacié de la composicié en acids grassos totals, associant que es tracta majoritariament de
lipids de membrana, de diferents regions del SNC huma adult -medul‘la espinal, bulb raquidi,
cerebel, substancia negra, talem, amigdala, estriat, escor¢a entorrinal, hipocamp, escor¢a temporal,
escorga occipital 1 escorga frontal-, i la deteccid 1 quantificacié de marcadors de dany proteic derivat
de lipoxidacié 1 d’estrés oxidatiu, préviament descrits. Seguidament, s’han analitzat els diferents
sistemes que determinen i modulen la composicié en acids grassos d’una membrana biologica, el
seu grau d’insaturacié 1 els nivells de reguladors antioxidants enfront de productes derivats de

peroxidaci6 lipidica.
9.1.1. Analisi composicional dels acids grassos

Lanalisi de la composicié en acids grassos en les diferents regions del SNC huma adult, per tal de
determinar si existeixen diferéncies en la susceptibilitat a estres oxidatiu en les diferents regions del
cervell huma, mostra diferéncies significatives interregionals. A continuacié es desglossen els
resultats obtinguts en la composicié percentual dels acids grassos de les membranes lipidiques i els
indexs que en deriven. Finalment, s’ha calculat el coeficient de correlacié de Spearman per tal
d’identificar si existeix una associacié entre les diferents variables analitzades i les regions del SNC

huma ordenades seguint ’eix caudo-cranial.

9.1.1.1. Perfil composicional en acids grassos dels lipids cerebrals

En la Taula 15 es mostra el perfil composicional dels acids grassos totals de diferents regions del
SNC huma d’individus adults sans. Els resultats obtinguts mostren diferéncies significatives
interregionals en la major part dels diferents acids grassos estudiats. Els acids grassos que no varien

significativament entre regions sén el 16:1 n-7, 20:2 n-6 i 20:3 n-6.

9.1.1.2. Indexs derivats de la composicié en acids grassos

A partir de Panalisi composicional en acids grassos s’han calculat una série d’indexs que ens
indiquen els canvis composicionals de forma global (Taula 16). Els resultats obtinguts mostren
Pexistencia de diferencies estadisticament significatives ente els indexs calculats i les diferents
regions del SNC huma adult. Aixi doncs, tot 1 que les diferents regions analitzades del SNC huma
adult constaten que els seus lipids mantenen uns nivells de LMC de 18 atoms de carboni, aixi com
una relacié molt similar ’AGS 1 AGI (ratio 40:60), les diferencies sén estadisticament significatives

entre tots els index estudiats i les diferents regions del SNC huma adult.
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Taula 15. Perfil composicional en acids grassos de 12 regions del SNC huma adult. Les dades expressades com a mols en % sén la mitjana + SEM de 5 -7 individus de cada regid.

Medul-la Bulb raquidi Cerebel Substancia ‘ Talem Amigdala Estriat Escor.ga Hipocamp Escorca Esc.or.ga Escorca p < valor
Negra Entorrinal Temporal Occipital Frontal
f14:0 1,98 + 0,27 1,88 £ 0,22 1,15 + 0,11 1,30 + 0,15 1,30 0,11 1,22 0,9 1,07 + 0,17 0,81+0,09 1,34 0,07 1,04 * 0,12 1,29 £ 0,14 1,34 + 0,26 0,001
f16:0 18,22 £ 0,71 18,20 + 0,60 25,55 + 1,36 20,27+ 0,68 20,57 + 0,88 24,30+ 0,79 21,61+ 0,95 21,81+ 0,41 22,11+ 0,85 23,41+1,98 23,72 £ 0,61 20,01+ 0,76 0,001
f16:1n-7 1,59 + 0,36 1,72+0,32 1,21+ 0,10 1,44 * 0,22 1,05 £ 0,04 1,13 £ 0,17 1,11+ 0,08 0,98 £ 0,14 1,36 £ 0,10 1,16 * 0,07 1,38 £ 0,13 1,53 £ 0,20 0,110
f18:0 19,02 0,84 18,11+ 0,74 17,87+ 0,58 19,00 * 0,53 18,45 + 0,24 19,55 + 0,61 20,73 0,55 22,45 * 0,30 20,09 + 1,45 20,12 £ 0,57 21,21+ 0,77 20,44 * 0,65 0,001
f18:1n-9 36,28 + 0,43 36,74 * 0,44 23,96 * 0,91 32,11+ 0,36 29,58 + 0,85 24,92 + 0,76 25,77 +1,77 28,07 £1,20 27,03 £1,31 24,36 1,80 24,87 + 0,67 24,69 * 0,21 0,001
f18:2n-6 0,57 * 0,02 0,68 £ 0,04 1,03 + 0,09 0,86 + 0,04 0,85+ 0,07 0,72 *+ 0,05 0,87+ 0,10 0,85+ 0,10 1,30+ 0,28 0,87+ 0,05 1,14 + 0,26 1,24 + 0,14 0,004
f18:3n-3 0,29 * 0,01 0,32 + 0,02 0,27 + 0,05 0,25 * 0,03 0,30 0,05 0,18 * 0,01 0,41+ 0,04 0,14 * 0,02 0,18 + 0,02 0,24 * 0,03 0,18 + 0,01 0,25 + 0,06 0,001
f18:4n-3 0,21* 0,04 0,23 + 0,03 0,63 * 0,11 0,31+ 0,07 0,37 + 0,06 0,34 0,09 0,39 0,06 0,09 * 0,01 0,21* 0,04 0,43 0,12 0,17 + 0,03 0,41+ 0,12 0,001
f20:0 0,62 * 0,01 0,57 + 0,04 0,71+ 0,09 0,44 * 0,04 0,56 *+ 0,07 0,39 0,03 0,66 * 0,09 0,26 * 0,01 0,38 + 0,06 0,85 + 0,19 0,36 + 0,05 0,56 + 0,12 0,001
f20:1n-9 6,34 + 0,34 4,68 * 0,46 1,29 + 0,15 2,55 % 0,10 2,29 £ 0,19 0,93 0,15 1,60 * 0,28 1,28 £ 0,11 1,30 + 0,18 1,19 + 0,21 1,32 £ 0,17 1,71+ 0,19 0,001
f20:2n-6 0,49 * 0,04 0,38 + 0,01 0,36 £ 0,05 0,40 * 0,03 0,43 + 0,08 0,42 £ 0,06 0,42 0,08 0,31+ 0,03 0,32 * 0,05 0,35 £ 0,05 0,30 + 0,05 0,41+ 0,04 0,260
f20:3n-6 1,42 0,10 1,40 0,09 1,54 * 0,14 1,30 + 0,09 1,40 £ 0,10 1,25 * 0,09 1,18 £ 0,10 1,04 * 0,04 1,23 £ 0,17 1,40 £ 0,15 1,42 * 0,21 1,15 + 0,16 0,160
f20:4n-6 4,00 0,22 4,50 + 0,21 7,26 £ 0,57 6,27 £ 0,22 6,52 + 0,20 8,44 + 0,1 7,55+ 0,39 7,72 £ 0,27 7,60 £ 0,39 6,67 + 0,50 6,69 0,17 6,95 * 0,35 0,001
f20:5n-3 0,31+ 0,03 0,28 £ 0,04 0,49 + 0,08 0,47 * 0,06 0,55 * 0,08 0,32 + 0,03 0,47 + 0,05 0,19 * 0,01 0,35 £ 0,03 0,47 * 0,05 0,30 + 0,04 0,42 *0,10 0,001
f22:0 0,66 * 0,07 0,63 = 0,11 0,55 * 0,09 0,68 £ 0,04 0,64 * 0,07 0,36 * 0,05 0,59 * 0,09 0,20 * 0,01 0,55 + 0,14 0,55 *+ 0,10 0,31+ 0,03 0,54 * 0,12 0,001
f22:4n-6 3,48 £ 0,35 3,92 £0,26 3,08 £ 0,25 4,53 £ 0,33 4,99 * 0,21 5,45 * 0,13 5,24 + 0,22 4,95 £ 0,14 5,41 0,35 4,80%0,29 3,94 0,13 4,87 0,23 0,001
f22:5n-6 0,34 £ 0,04 0,40 * 0,05 1,12 £ 0,24 0,54 *+ 0,08 0,89 £ 0,06 0,96 £ 0,16 0,92 % 0,10 0,83+ 0,08 01,12 £ 0,19 0,94 * 0,07 0,75+ 0,09 1,04 £ 0,15 0,001
f22:5n-3 0,31+ 0,04 0,35 * 0,07 0,63 = 0,11 0,68 + 0,07 0,66 * 0,10 0,52 * 0,08 0,56 * 0,08 0,34 % 0,02 0,49 * 0,06 0,52 + 0,07 0,40 * 0,03 0,71+ 0,14 0,004
f22:6n-3 1,77 £ 0,28 2,22 + 0,41 10,02 + 0,93 5,05 £ 0,21 6,81+ 0,41 7,52 +0,38 7,18 £ 0,57 7,13 £ 0,50 6,61+ 0,48 9,30 + 0,67 9,41+ 0,50 10,41+ 0,33 0,001
f24:0 1,40 £ 0,14 2,14 £ 0,42 0,78 £ 0,14 0,86 * 0,06 1,07 £ 0,10 0,76 £ 0,10 0,99 0,18 0,42 * 0,03 0,75+ 0,24 0,89 £ 0,17 0,46 * 0,09 0,91+0,18 0,001
f24:5n-3 0,26 * 0,02 0,20 £ 0,03 0,23 + 0,04 0,29 * 0,04 0,30 + 0,05 0,11 £ 0,01 0,27 + 0,02 0,08 + 0,01 0,18 + 0,06 0,18 + 0,05 0,13 + 0,01 0,28 £ 0,05 0,001
f24:6n-3 0,44 + 0,03 0,45 * 0,02 0,30 + 0,04 0,39 * 0,02 0,43 £ 0,03 0,23 + 0,02 0,46 * 0,01 0,04 * 0,01 0,09 * 0,01 0,26 + 0,04 0,24 £ 0,02 0,17 0,01 0,001

Taula 16. indexs derivats de la composicié en acids grassos en 12 regions del SNC huma adult.

Medul-la Bull.) . Amigdala Estriat Escor.ga Hipocamp Escorca Esc'or.r,a Escorca p < valor
raquidi Entorrinal Temporal Occipital Frontal
LMC 18,18 + 0,05 18,23 + 0,06 18,35 + 0,09 18,29 + 0,04 18,42 + 0,05 18,34 + 0,03 18,42 + 0,03 18,30 + 0,02 18,33 £ 0,04 18,41+ 0,07 18,30 + 0,04 18,53 + 0,06 0,001
AGS 41,89 £ 0,53 41,52 £ 0,57 46,60 1,89 42,55 * 0,85 42,58 +1,01 46,56 + 0,74 45,64 +1,22 45,95 + 0,66 45,23 + 0,91 46,85 2,12 47,36 £ 0,34 43,79 £ 0,72 0,001
AcGl 58,11+ 0,53 58,47 £ 0,57 53,40 = 1,89 57,45 = 0,85 57,42 * 1,01 53,44 * 0,74 54,37 £ 1,22 54,05 * 0,66 54,77 = 0,91 53,15 + 2,12 52,64 * 0,34 56,22 + 0,74 0,001
AGMI 44,20 * 0,85 43,14 £1,19 26,46 1,04 36,10 + 0,54 32,92+ 0,88 26,98 £ 1,06 28,47 £1,97 30,34 £ 1,34 29,69 £ 1,56 26,71+ 2,04 27,57 + 0,85 27,93 = 0,46 0,001
AGPI 13,91+ 1,02 15,34 1,09 26,94 1,75 21,35 + 0,92 24,50 + 0,88 26,46 * 0,77 25,90 + 0,80 23,71+ 0,80 25,09 1,12 26,45 + 1,12 25,07 + 0,94 28,29 £ 0,96 0,001
AGPI n-3 3,61+0,38 4,05+ 0,57 12,57 £ 1,14 7,44 £ 0,36 9,41+ 0,61 9,22 0,49 9,73+ 0,60 8,01+ 0,53 8,12 £ 0,59 11,42 + 0,71 10,83 £ 0,54 12,64 + 0,43 0,001
AGPI n-6 10,30 £ 0,65 11,28 + 0,54 14,38 £ 0,89 13,91+ 0,69 15,09 * 0,40 17,24 + 0,39 16,17 £ 0,35 15,70 + 0,38 16,98 + 0,58 15,03 + 0,48 14,24 * 0,57 15,65 * 0,73 0,001
IDE 101,66 * 3,96 107,20 * 4,23 152,76 + 8,43 130,29 £ 3,66 143,52 + 3,95 146,53 3,10 145,37 £ 2,46 137,49 * 2,83 140,94 * 4,19 149,66 * 5,60 144,23 £ 3,83 160,00 * 3,68 0,001
IP 61,45 * 5,24 68,92+ 6,18 | 146,87 +10,40 105,14 * 4,16 125,14 + 5,08 135,07 * 4,55 132,21+ 5,50 121,37 + 4,91 124,51+ 6,57 142,00 * 7,14 135,18 + 5,61 153,32 * 4,25 0,001

LMC: Longitud mitjana de la cadena; AGS: acids grassos saturats; AGl: acids grassos insaturats; AGMI: acids grassos monoinsaturats; AGPI n-6 i n-3: acids grassos poliinsaturats de les series n-3 i n-6; IDE:
Index de dobles enllagos; IP: [ndex de peroxidabilitat lipidica. Les dades expressades com a mols en % sén la mitjana = SEM de 5 -7 individus de cada regié.
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RESULTATS

9.1.1.2.1. Relaci6é entre els index derivats de la composicié en acids grassos i la seva

distribucio en el SNC

A partir dels valors dels indexs de cada regi6, que ens indiquen els canvis composicionals de forma
global, s’ha calculat el coeficient de correlacié de Spearman per tal d’identificar si les variables
estudiades segueixen una correlacié amb les regions del SNC huma ordenades senguint I'eix caudo-
cranial. En la Figura 22 es mostren els valors de la LMC dels acids grassos analitzats en cada regio.
Els resultats obtinguts en aquest index mostren lexisténcia d’una associacié significativa
interregional. Es a dir, en les regions més cranials s’observa una LMC superior a la de les regions
més caudals. No obstant aixo, aquest parametre es manté en un valor mitja de 18 atoms de

carbonis.
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Figura 22. Longitud mitjana de la cadena (LMC) dels acids grassos analitzats en 12 regions del SNC huma adult.
Els resultats mostren I’existéncia d’una associacié entre la LMC i les diferents regions del SNC huma adult
estadisticament significativa (coeficient de correlacié de Spearman r= 0,368, p< 0,01). Les dades expressades
sén la mitjana = SEM de 5 -7 individus de cada regid.

En la Figura 23 i la Figura 24 es mostren els valors del contingut ’AGS 1 d’AGI, respectivament.
Els resultats mostren que tot i mantenir una relacié de saturat:insaturat al voltant de (40:60) en totes
les regions, existeix una correlacié entre el contingut d’AGS i d’AGI, i les regions del SNC huma

ordenades senguint ’eix caudo-cranial. Aixi, seguint I’eix caudo-cranial s’observa un augment dels

AGS i una disminucié dels AGI.

55 - ° o

)

(O]

<

&L 50-

: :

2% 0 ? ) %

N — [9)

0 8 ®

o E [5) Q

B 45-

e : § T =
@ @ 1 I oo s 3

B

Q $

= 40 - i 8 L

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Medul-la Bulb Cerebel S.N Talem Amigdala Estriat E.Ent Hipocamp E.Temp E.Occip E.Front

Figura 23. Contingut d’acids grassos saturats (AGS) en 12 regions del SNC huma adult. Els resultats mostren
I’existencia d’una associacié entre el contingut d’AGS i les diferents regions del SNC huma adult estadisticament
significativa (coeficient de correlacié de Spearman r= 0,412, p< 0,001). Les dades expressades son la mitjana =+
SEM de 5-7 individus de cada regid.
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Figura 24. Contingut d’acids grassos insaturats (AGI) en 12 regions del SNC huma adult. Els resultats mostren
I’existéncia d’una associacié inversa entre el contingut d’AGI i les diferents regions del SNC huma adult
estadisticament significativa (coeficient de correlacié de Spearman r=-0,407, p< 0,001). Les dades expressades
sén la mitjana = SEM de 5 -7 individus de cada regid.

Dins dels AGI diferenciem entre els que contenen un doble enllag o els que en tenen més d’un. Per

tant, hem analitzat el contingut I’AGMI (Figura 25), i el contingut I’AGPI (Figura 26).
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Figura 25. Contingut d’acids grassos monoinsaturats (AGMI) en 12 regions del SNC huma adult. Els resultats
mostren I’existéncia d’una associacid inversa entre el contingut d’AGMI i les diferents regions del SNC huma
adult estadisticament significativa (coeficient de correlacié de Spearman r= -0,537, p< 0,001). Les dades
expressades sén la mitjana = SEM de 5 -7 individus de cada regid.
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Figura 26. Contingut d’acids grassos poliinsaturats (AGPI) en 12 regions del SNC huma adult. Els resultats
mostren Pexisténcia d’una associacié entre el contingut d’AGPI i les diferents regions del SNC huma adult
estadisticament significativa (coeficient de correlacié de Spearman; r= 0,517, p< 0,001). Les dades expressades
son la mitjana + SEM de 5 -7 individus de cada regid.
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Els resultats mostren una correlaci6 inversa significativa entre el contingut ’AGMI 1 les regions
ordenades seguint l’eix caudo-cranial. Per contra, el contingut d’AGPI presenta una correlacié
significativa seguint eix caudo-cranial. Es a dir, les regions més caudals tenen un contingut més
elevat en AGMI i les regions més cranials tenen un contingut més elevat en AGPI. Tanmateix, tant
en el contingut d’AGMI com en el dels AGPI el cerebel presenta un comportament diferencial, i té

caractetistiques més properes a I’'escorca frontal que a la medul-la.

Dins dels AGPI diferenciem dos tipus de poliinsaturacié, els de la serie n-3 (Figura 27) i els de la
serie n-6 (Figura 28). Els resultats mostren Pexisténcia d’una correlacié significativa seguint Ieix

caudo-cranial tant del contingut ’AGPI de la série n-3 com de la série n-6.
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Figura 27. Contingut d’acids grassos poliinsaturats de la série n-3 (AGPI n-3) en 12 regions del SNC huma adult.
Els resultats mostren I'existéncia d’una associacié entre el contingut d’AGPI n-3 i les diferents regions del SNC
huma adult estadisticament significativa (coeficient de correlacié de Spearman r= 0,548, p< 0,001). Les dades
expressades sén la mitjana = SEM de 5 -7 individus de cada regid.
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Figura 28. Contingut d’acids grassos poliinsaturats de la série n-6 (AGPI n-6) en 12 regions del SNC huma adult.
Els resultats mostren I’existencia d’una associacié entre el contingut d’AGPI n-6 i les diferents regions del SNC
huma adult estadisticament significativa (coeficient de correlacié de Spearman r= 0,445, p< 0,001). Les dades
expressades sén la mitjana = SEM de 5 -7 individus de cada regid.

9.1.1.2.2. Relacié6 interregional en el grau d’insaturacié de les membranes lipidiques

Els dos parametres calculats que ens indiquen el grau d’insaturacié de la membrana i la
susceptibilitat d’aquesta a ser oxidada sén 'IDE (Figura 29) 1 'IP (Figura 30). L’IDE ens indica el
nombre d’insaturacions que hi ha per cada 100 molécules d’acid gras i I'IP ens indica la

susceptibilitat dels acids grassos a ser oxidats.
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Els resultats mostren 'existencia d’una correlacié significativa entre 'IDE 1 I'IP, i les regions del
SNC huma adult ordenades seguint I'eix caudo-cranial. Es a dir, les regions més cranials tenen

major nombre d’insaturacions i major susceptibilitat a ser oxidats respecte les regions més caudals.
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Figura 29. index de dobles enllacos (IDE) en 12 regions del SNC huma adult. Els resultats mostren I’existéncia
d’una associacié entre els valors de I'index IDE i les diferents regions del SNC huma adult estadisticament
significativa (coeficient de correlacié de Spearman r= 0,529, p< 0,001). Les dades expressades sén la mitjana *
SEM de 5 -7 individus de cada regid.

H
== ==

=

o

N

o
1

8B &e

index de peroxidabilitat lipidica (IP)
(mol %)

[¢]
N Q
40 -
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Medul-la Bulb Cerebel S.N Talem Amigdala Estriat E.Ent Hipocamp E.Temp E.Occip E.Front

Figura 30. index de peroxidabilitat (IP) en 12 regions del SNC huma adult. Els resultats mostren I’existéncia
d’una associacié entre els valors de I'index IP i les diferents regions del SNC huma adult, estadisticament
significativa (coeficient de correlacié de Spearman r= 0,559, p< 0,001). Les dades expressades son la mitjana =
SEM de 5 -7 individus de cada regié.

9.1.1.3. Estimacio de les activitats desaturases i elongases

A partir de P'analisi composicional en acids grassos s’han estimat les activitats desaturases (Taula
17), elongases (Taula 18) i la B-oxidacié peroxisomal (Taula 19) de les 12 regions del SNC huma
adult estudiades. Els resultats obtinguts mostren diferéncies significatives interregionals en totes les
activitats estimades, tant en les activitats desaturases i elongases estudiades com en 'estimacié de la

B-oxidacié peroxisomal.
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Taula 17. Estimacié de I’activitat desaturasa en 12 regions del SNC huma adult. Les dades estan expressades com a mitjana + SEM de 5 -7 individus de cada regid.

Bulb

Substancia

‘ Amigdala

Escorca

Escorca

Escorca

Escorca

RESULTATS

Medulla raquidi ‘ Cerebel Negra Talem Estriat Entorrinal Hipocamp Temporal Occipital Frontal P < valor
A9 (n-7) | 16:1/16:0 0,09 £0,02 | 0,10+ 0,02 | 0,05* 0,00 0,07 * 0,01 0,05 + 0,00 | 0,05+0,01 | 0,05 0,00 0,05 * 0,01 0,06 * 0,01 0,05 * 0,01 0,06 * 0,01 0,08 + 0,01 0,015
A9 (n-9) | 18:1/18:0 1,92 *+ 0,09 2,04 + 0,07 1,35 + 0,08 1,70 * 0,05 1,60 + 0,04 1,28 £ 0,05 1,26 £ 0,11 1,26 + 0,07 1,39 £ 0,17 1,22 + 0,12 1,18 + 0,06 1,21+ 0,03 0,001
A5 (n-6) | 20:4/20:3 | 2,84 £0,15 3,26 £0,25 | 4,90+ 0,59 4,93 £ 0,32 4,78+0,24 | 6,88+0,48 | 6,88+0,77 7,52+ 0,38 6,56 + 0,70 5,18 £ 0,97 5,13 £ 0,75 6,45 + 0,61 0,001
06 (n-3) | 24:6/24:5 | 1,74+ 0,19 2,55+ 0,48 | 1,36 £0,04 1,48 £ 0,22 1,50 + 0,15 2,21+ 0,20 1,77 £ 0,14 0,57 £ 0,05 0,62+ 0,10 1,59 + 0,10 1,90 * 0,21 0,70 + 0,09 0,001
A6 (n-3) |18:4/18:3 0,75 0,14 0,73+ 0,12 2,48 £ 0,35 1,16 £ 0,20 1,23 + 0,06 1,89+0,49 | 0,93+0,09 0,73+0,08 1,13 £ 0,12 1,67 £ 0,25 0,93 + 0,12 1,78 £ 0,58 0,001

Taula 18. Estimacié de Pactivitat elongasa en 12 regions del SNC huma adult. Les dades estan expressades com a mitjana + SEM de 5 -7 individus de cada regid.

Medul-la Bull.) . Cerebel Substancia Talem Amigdala Estriat Escor.ga Hipocamp Escorca Esc.or.c;a Escor¢a p < valor
raquidi Negra Entorrinal Temporal Occipital Frontal
Elovl 3 (n-9) 0,17 + 0,01 0,13 + 0,01 0,06 + 0,01 0,08 + 0,00 0,08 +0,01 | 0,04*0,00 | 0,06 +0,01 0,05 * 0,00 0,05 * 0,00 0,05 * 0,01 0,05 * 0,01 0,07 + 0,01 0,001
Elovl 6 1,06 * 0,07 1,00 * 0,07 0,71+ 0,02 0,94 * 0,04 0,90 +0,04 | 0,81%+0,05 | 0,96 * 0,03 1,03 * 0,01 0,92 *+ 0,09 0,88 * 0,05 0,90 * 0,05 1,03 * 0,04 0,001
Elovl 1-3-7 0,03 +0,00 | 0,03+0,00 | 0,04%0,01 0,03 * 0,00 0,03 £0,00 | 0,02+0,00 | 0,03+ 0,00 0,01+ 0,00 0,02 £ 0,00 0,04 * 0,01 0,02 £ 0,00 0,03 * 0,01 0,001
Elovl 1-3-7 1,06 0,12 1,08 £ 0,15 0,78 £ 0,07 1,62 + 0,22 1,17 £ 0,1 0,91+ 0,10 0,97 + 0,17 0,76 + 0,02 1,53 + 0,44 0,68 + 0,06 0,88 + 0,07 0,96 * 0,06 0,002
Elovl 1-3-7 2,16 £ 0,15 3,50 + 0,54 1,43 = 0,13 1,30 £ 0,14 1,69 + 0,10 2,36 £ 0,59 1,66 * 0,16 2,10 £ 0,16 1,51+ 0,49 1,62 0,15 1,51+ 0,26 1,80 £ 0,18 0,001
Elovl 5 (n-6) 0,86 + 0,06 0,57 *+ 0,02 0,35 * 0,05 0,48 + 0,05 0,51+ 0,08 0,61+ 0,10 0,55 0,14 0,40 + 0,07 0,30 + 0,06 0,41+ 0,06 0,27 0,03 0,35 * 0,04 0,001
Elovl 2-5 (n-6) 0,86 * 0,05 0,87+0,04 | 0,44 0,05 0,72 £ 0,03 0,77 £ 0,02 0,64 * 0,01 0,71+ 0,07 0,64 * 0,03 0,73+ 0,07 0,74 * 0,09 0,59 * 0,01 0,70 * 0,02 0,001
Elovl2-5 (n-3) 0,99 * 0,05 1,24 * 0,07 1,33+ 0,25 1,48 + 0,07 1,22 * 0,05 1,66 * 0,25 1,30 £ 0,24 1,79 + 0,15 1,43 0,15 1,12 £ 0,16 1,44 + 0,19 1,75 % 0,16 0,027
Elovl2 (n-3) 0,85+0,04 | 0,59+0,06 | 0,40 0,05 0,43 * 0,04 0,45 * 0,01 0,22 *+ 0,03 0,51+ 0,06 0,22 * 0,03 0,34 * 0,07 0,35 + 0,05 0,32 +0,03 0,48 £ 0,11 0,001

Taula 19. Estimacié de Pactivitat B-oxidacié Peroxisomal en 12 regions del SNC huma adult. Les dades estan expressades com a mitjana = SEM de 5 -7 individus de cada regid.

B-oxidacié
Peroxisomal

22:6/24:6

Medul-la

Bulb

Substancia

Cerebel

raquidi

4,132 0,74

4,91%0,89

35,48 £5,50

Negra

13,22 £1,07

16,34 +1,65

‘ Talem Amigdala

33,66 * 3,32

Estriat

15,80 1,18

Escorca
Entorrinal

204,69 + 38,66

Hipocamp

74,51 % 4,68

Escorca
Temporal

39,34 £ 6,81

Escorca
Occipital

40,55 4,72

Escorca
Frontal

63,82+7,48

p < valor

0,001

Taula 20. Marcadors de dany oxidatiu en 12 regions del SNC huma adult: una aproximacié comparada interregional. Les dades estan expressades com a mitjana + SEM de 5 -7 individus de cada regid.

. Substancia s . Escorca . Escorca Escorca Escorca
Medul-la Bulb raquid Cerebel “ : Talem Estriat g Hipocamp § . ,‘; §
Negra Entorrinal Temporal Occipital Frontal
450,84 + 283,98 £
MDAL 352,88 £11,77 | 340,15 +19,41 | 203,85 +20,19 | 590,76 £29,76 | 481,89 £ 42,21 | 431,53 + 32,02 52,50 28,30 221,01+ 25,1 164,69 + 9,87 | 219,03 £16,19 | 185,28 £12,48 0,001
1299,71% 110,50 + 778,93 £ 1099,86 + 1007,75 * 970,43 = 1074,50 £ 110,71+ 855,95 * 940,34 £
CML 1471,34 £ 71,8 811,55 + 28,46 0,001
28,96 58,44 40,22 47134 27155 59,64 127,89 23,34 52,37 48,95 55,79 > 4 54,52
2-SC 101,76 * 8,04 112,86 + 7,01 60,05 * 5,97 115,30 * 4,30 84,22 + 3,15 86,56 10,47 80,20 * 4,05 75,91+ 7,19 62,72 £ 6,38 44,21+2,63 46,23 * 4,52 58,73 3,81 0,001

MDAL: N&-Malondialdehid-lisina; CML: N¥- carboximetil-lisina; 2-SC: S-(2-succinil)-L-cisteina.
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9.1.2. Dany oxidatiu

Posteriorment a ’analisi del perfil en acids grassos de les membranes lipidiques s’ha realitzat ’analisi
del dany proteic derivat de lipoxidaci6 i d’estrés mitocondrial en les diferents regions del SNC huma
adult, per tal de determinar si també existeixen diferéncies en I'afectacié de les diferents regions del
SNC huma adult, i de fet, els resultats mostren diferéncies interregionals. A continuacié es
desglossen els resultats obtinguts en els diferents marcadors de dany proteic. Finalment, en aquest
cas també s’ha calculat el coeficient de correlacié de Spearman per tal d’identificar si existeix una
associaci6 entre els diferents marcadors de dany proteic analitzats i les regions del SNC huma

ordenades seguint I'eix caudo-cranial.

9.1.2.1. Dany proteic derivat de lipoxidaci6 i d’estrés mitocondrial

A la Taula 20 es representen les dades obtingudes en la quantificacié dels diferents marcadors de
dany proteic derivat de lipoxidacié i d’estres mitocondrial en les diferents regions estudiades en el
SNC huma adult. Els resultats obtinguts mostren diferéncies significatives interregionals en tots els

marcadors estudiats.
9.1.2.1.1. Relacié entre el dany proteic derivat de lipoxidacié i la seva distribucié en el SNC

En la Figura 31 es mostren els resultats del dany proteic derivat de 'oxidacié dels lipids que s’ha
quantificat mesurant el marcador N*-malondialdehid-lisina (MDAL). Amb els valors obtinguts
d’aquest marcador en cada regié del SNC huma s’ha calculat el coeficient de correlacié de Spearman
per tal d’identificar si existeix una associacié significativa amb les regions del SNC huma ordenades
seguint I'eix caudo-cranial. Els resultats obtinguts mostren una correlaci6 inversa significativa entre
els nivells del marcador MDAL i les diferents regions del SNC huma adult estudiades. Es a dir, el
dany proteic derivat de lipoxidacié disminueix seguint I’eix caudo-cranial. Tanmateix, el cerebel té
una acumulacié del dany proteic derivat de lipoxidacié més semblant a 'escor¢a frontal que a les
regions més properes anatomicament seguint I’eix caudo-cranial.

800 -

600 -
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| | | | | | | | | | |
Medul-la Bulb Cerebel S.N Talem Amigdala Estriat E.Ent Hipocamp E.Temp E.Occip E.Front
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NE-Malondialdehid-lisina
(umol MDAL/mol lisina)

Figura 31. Nivell del marcador N*-malondialdehid-lisina (MDAL) en 12 regions del SNC huma adult. Els resultats
mostren I’existéncia d’una associacid inversa entre els nivells de MDAL i les diferents regions del SNC huma
adult estadisticament significativa (coeficient de correlacié de Spearman r= -0,520, p< 0,001). Les dades
expressades sén la mitjana = SEM de 5 -9 individus de cada regid.
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9.1.2.1.2. Relacio entre el dany proteic derivat de glico- i lipoxidaci6 i la seva distribucié en

el SNC

En la Figura 32 es mostren els resultats del dany proteic derivat de glico- i lipoxidacié que s’ha
quantificat mesurant el marcador N°-carboximetil-lisina (CML). Els resultats obtinguts del
marcador CML mostren que existeix una correlacié inversa significativa entre els nivells del
marcador de CML i les diferents regions del SNC huma ordenades seguint I'eix caudo-cranial. Es a
dir, el dany a 'aminoacid lisina derivat de la glico- 1 lipoxidacié disminueix seguint I’eix caudo-
cranial. No obstant aixo, igual que en els resultats del marcador MDAL, el cerebel té una
acumulaci6 del dany proteic derivat de glico- 1 lipoxidacié més semblant a 'escorga frontal que a la

substancia negra.
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Figura 32. Nivell del marcador N°-carboximetil-lisina (CML) en 12 regions del SNC huma adult. Els resultats
mostren I’existéncia d’una associacié entre els nivells de CML i les diferents regions del SNC huma adult
estadisticament significativa (coeficient de correlacié de Spearman r=-0,380, p< 0,001). Les dades expressades
sén la mitjana = SEM de 5 -9 individus de cada regid.

9.1.2.1.3. Relacié entre el dany proteic derivat de P’estrés mitocondrial i la seva distribucié

en el SNC

En la Figura 33 es mostren els resultats del dany proteic que deriva de la reaccié del fumarat amb la
cisteina que s’ha quantificat mesurant el marcador S-(2-succinil)-L-cisteina (2-SC). Els resultats
d’aquest marcador mostren lexisténcia d’una correlacid inversa significativa entre els nivells del
marcador 2-SC i les diferents regions del SNC huma ordenades seguint Peix caudo-cranial. Es a dir,

el dany proteic derivat de 'estreés mitocondrial disminueix seguint I’eix caudo-cranial.
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Figura 33. Nivells del marcador S-(2-succinil)-L-cisteina (2-SC) en 12 regions del SNC huma adult. Els resultats
mostren I’existéncia d’una associacid inversa entre els nivells de 2-SC i les diferents regions del SNC huma adult
estadisticament significativa (coeficient de correlacié de Spearman r= -0,668, p< 0,001). Les dades expressades
sén la mitjana = SEM de 5 -9 individus de cada regid.

9.1.3. Immunodeteccié per Western Blot

En base als resultats obtinguts en la composicié dels acids grassos de les diferents regions del SNC
huma adult, s’ha procedit a 'estudi de les proteines especifiques implicades en la biosintesis dels
acids grassos, integrades dins dels sistemes desaturases-elongases i la B-oxidacié peroxisomal.
Aquesta determinacié s’ha realitzat en les regions del SNC huma adult que presentaven un perfil en
acids grassos significativament més diferenciats entre elles. Les regions escollides han estat la
medul-la cervical, el cerebel, 'escorc¢a entorrinal i escorca frontal. A continuacié es desglossen els

resultats obtinguts.

9.1.3.1. Desaturases i elongases

En la Figura 34 es mostren els resultats de expressié dels enzims desaturases i elongases que s’han
analitzat mitjancant la deteccié de les proteines FADS1, FADS2 i ELOVL2. La deteccié de la
proteina FADS1 es veu augmentada significativament en totes les regions respecte a la medul‘la
cervical. De la mateixa manera, 'expressié de la proteina FADS2 es veu significativament
augmentada en lescor¢a entorrinal i I'escorca frontal respecte la medul-la cervical, i respecte el
cerebel en el cas de 'escorga entorrinal. I pel que fa a Pexpressié de 'elongasa ELOVL2 també es

mostra augmentada significativament en I’escorca entorrinal respecte la medul-la cervical.
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Figura 34. Expressié dels enzims desaturases i elongases implicades en la desaturacié i allargament dels acids
grassos de 4 regions del SNC huma adult. Les proteines detectades han estat FADS1, FADS2 i ELOVL2. Els valors
representats en els grafics ens indiquen el % de canvi en I’expressié de les proteines en el cerebel, I'escor¢a
entorrinal i ’escorca frontal respecte I’expressié en la medul-la cervical, normalitzant els valors amb la propia
tincié de Gallyas. Les dades expressades sén la mitjana + SEM de 3 individus de cada regid. ® respecte la medul-la
cervical, ® respecte el cerebel i “ respecte ’escorca entorrinal. * p< 0,05, ** p< 0,01i *** p< 0,001.

9.1.3.2. B-oxidacié peroxisomal, via de sintesis dels acids grassos poliinsaturats

En la Figura 35 es mostren els resultats de 'expressio de les proteines implicades en la B-oxidacié
peroxisomal que s’han analitzat mitjancant la deteccié de les proteines ACOX1, DBP-1, ACAAL i
SCP2. En els resultats podem observar que la deteccié de la proteina ACOXI1 es veu augmentada
significativament en l'escorca entorrinal i en Pescor¢a frontal respecte la medul-la cervical i el
cerebel. Contrariament, 'expressié de la proteina DBP-1 es veu significativament disminuida en la
medul‘la cervical, escor¢a entorrinal i Pescor¢a frontal respecte el cerebel. Els resultats de la
detecci6 de la proteina ACAA1 mostren una disminucio significativa en totes les regions estudiades
respecte la medul'la cervical. I finalment, I'expressié de la proteina SCP2 es veu augmentada

significativament en I’escorca entorrinal respecte la medul-la cervical, el cerebel 1 Pescor¢a frontal.

Figura 35. Expressi6 de les proteines implicades en la f-oxidacié peroxisomal, involucrades en el metabolisme
dels acids grassos i la seva sintesis, de 4 regions del SNC huma adult. Les proteines detectades han estat ACOXi,
DBP-1, AACA1 i SCP2. Els valors representats en els grafics ens indiquen el % de canvi en I’expressié de les
proteines en el cerebel, I"escorca entorrinal i ’escorca frontal respecte I'expressié en la medul-la cervical,
normalitzant els valors amb la propia tincié de Gallyas. Les dades expressades son la mitjana + SEM de 3 individus
de cada regié. ? respecte la medul-la cervical, ® respecte el cerebel i  respecte I’escorca entorrinal. * p< 0,05, **
p< 0,01i *** p< 0,001.
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9.1.4. Immunohistoquimica

Ates que els resultats obtinguts en l'estudi han mostrat diferéncies en la composicié dels acids
grassos i en els mecanismes de biosintesis dels acids grassos entre les regions del SNC huma adult
estudiades s’ha volgut comprovar la preseéncia 1 localitzacié, en les diferents regions del SNC huma
adult, de enzims claus implicats en la biosintesis dels acids grassos i factors de resposta a estres
oxidatiu, per tal de determinar si les neurones tenen la capacitat o no de modular la seva composicié
lipidica. Els resultats d’aquest estudi mostren la preséncia d’aquestes proteines a nivell neuronal. A

continuacio es desglossen els resultats obtinguts.

9.1.4.1. Enzim “Fatty Acid Desaturase 2’ (FADS2)

La Figura 36 mostra la preséncia i localitzacié a nivell del sistema nerviés de enzim FADS2
implicat en la desaturacié dels acids grassos. Les imatges ens mostren com el marcatge (marrd)

d’aquest enzim s’observa a nivell neuronal en totes les regions del SNC huma estudiades.

Figura 36. Expressi6 de la proteina FADS2 de 9 regions del SNC huma adult. A: Escorga temporal; B: Escorca
entorrinal; C: Area CA1 de I’hipocamp; D: Hilus; E: Gir dentat; F: Escorca del cerebel; G: Substancia negra; H: Banya
anterior de la medul-la espinal; I: Substancia blanca (cél-lules de la glia). La immunohistoquimica de la proteina
FADS2 (la positivitat s’aprecia en color marrd) es va realitzar en talls histologics parafinats que va ser
contratenyits lleugerament amb hematoxilina per distingir els nuclis (color blau). Bar = 25 pm
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9.1.4.2. Enzim “Acetyl-CoA acyltransferase 1” (ACAAL1)

La Figura 37 mostra la presencia i localitzacié a nivell del sistema nerviés de enzim ACAA1
implicat en la B-oxidacié peroxisomal dels acids grassos. Les imatges ens mostren com el marcatge

(marrd) d’aquest enzim s’observa a nivell neuronal en totes les regions del SNC huma estudiades.

Figura 37. Expressié de la proteina ACAA1 de 9 regions del SNC huma adult. A: Escor¢a temporal; B: Escorca
entorrinal; C: Area CA1 de I’hipocamp; D: Hilus; E: Gir dentat; F: Escorca del cerebel; G: Substancia negra; H: Banya
anterior de la medulla espinal; I: Substancia blanca (cél-lules de la glia). La immunohistoquimica de la proteina
ACAA1 (la positivitat s’aprecia en color marrd) es va realitzar en talls histologics parafinats que va ser
contratenyits lleugerament amb hematoxilina per distingir els nuclis (blau). Bar = 25 um
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9.1.4.3. “Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Ntf2)

La Figura 38 mostra la preséncia i localitzacié a nivell del sistema nervids del factor Nfr2 implicat
en la resposta antioxidant enfront a compostos carbonilics derivats de la peroxidacié lipidica. Les
imatges ens mostren com el marcatge (marrd) d’aquest enzim s’observa a nivell neuronal en totes

les regions del SNC huma estudiades.

Figura 38. Expressié del factor NRF2 de 9 regions del SNC huma adult. A: Escorca temporal; B: Escor¢a
entorrinal; C: Area CA1 de I’hipocamp; D: Hilus; E: Gir dentat; F: Escorca del cerebel; G: Substancia negra; H: Banya
anterior de la medul-la espinal; I: Substancia blanca (cél-lules de la glia). La immunohistoquimica de la proteina
Nrf2 (la positivitat s’aprecia en color marré) es va realitzar en talls histologics parafinats que va ser contratenyits
lleugerament amb hematoxilina per distingir els nuclis (blau). Bar = 25 um
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9.2. Metabolomica i vulnerabilitat del sistema nervids central huma

Per tal d’abordar els objectius del present estudi s’ha utilitzat la combinacié d’una analisi
metabolomic dirigit i no dirigit amb el que s’han mesurat les concentracions de més de 40
metabolits 1 determinat els perfils metabolomics, respectivament, de tres regions diferents de
I’escorca cerebral humana com sén Pescorca entorrinal, I’hipocamp i Pescorca frontal. A més de
l'analisi metabolomic, també s’ha mesurat per western blot diferents factors associats a la resisténcia
a l'estrés i la supervivencia cel-lular, com és el factor de transcripci6 silenciant de RE-1 REST, el
factor de transcripci6 FoxOl1, els antioxidants catalasa i SOD1, i el regulador clau de la

supervivencia cel-lular mTOR.

9.2.1. Estudi metabolomic dirigit

L’analisi de més de 40 metabolits en tres regions del SNC huma adult com sén I'escorea entorrinal,
I’hipocamp i P'escorca frontal, per tal de determinar si existeixen diferéncies en el metabolisme
bioenergetic, i en el metabolisme dun caboni integrador del metabolisme de la serina, glicina i
treonina, del metabolisme de la metionina i del metabolisme de les purines, mostra Iexisténcia de
diferencies metabolomiques significatives entre les tres regions analitzades. A continuacié es

desglossen els resultats dels metabolits analitzats.

9.2.1.1. Poblaci6 cel-lular del SNC huma adult

La Figura 39 mostra el contingut d’un marcador neuronal, mitjancant la deteccié del metabolit N-
Acetil-Asp-Glu, i dos marcadors de céllules de la glia, mitjangant la deteccié del metabolit
Mioinositol i la proteina GFAP (de Pangles, Glial fibrillary acidic protein), presents en les diferents
regions del SNC huma adult estudiades. En els resultats podem observar uns nivells
significativament elevats del contingut del marcador neuronal a nivell de I'escor¢a frontal respecte
les regions de I'escorga entorrinal i I’hipocamp. Tanmateix, els nivells de tots dos marcadors de
cel'lules de la glia en Iescorga frontal sén significativament menors als de I'escor¢a entorrinal i

I’hipocamp.

Figura 39. Contingut de neurones i cél-lules de la glia de 'escorg¢a entorrinal, ’hipocamp i Pescorga frontal del
cervell huma adult sa. N-Acetil-Asp-Glu és utilitzat com a marcador del contingut neuronal. Mioinositol i GFAP
com a marcadors del contingut de céllules de la glia. N-Acetil-Asp-Glu i Mioinositol han estat determinat
mitjangant TQMS; mentre que GFAP ha estat mesurat mitjangant western blot. Les dades expressades son la
mitjana = SEM de 9-10 individus de cada regié.  respecte I’escorca entorrinal, ® respecte I’hipocamp. * p< 0,05, **
p< 0,01i *** p< 0,001.
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9.2.1.2. Metabolits del cicle de Krebs

Les demandes bioenergetiques de les diferents regions del cortex cerebral huma s’han mesurat
mitjancant la deteccié de metabolits involucrats al cicle de Krebs, dels quals alguns sén directes (cis-
aconitat, succinat i fumarat) i altres indirectes (gliceraldehid 3P, carnitina, glutamina, acid glutamic i
prolina) (Figura 40). No s’han detectat diferéncies interregionals per al cis-aconitat, gliceraldehid 3P,
la carnitina, la glutamina i I’acid glutamic. Per contra, les concentracions de prolina i succinat sén
significativament menors en Pescor¢a frontal respecte ’escor¢a entorrinal i ’hipocamp; mentre que
no s’observen diferéncies significatives entre l'escorca entorrinal i I'hipocamp en el cas de la prolina.
Aixi mateix, la concentracié de fumarat es troba significativament disminuida en Pescor¢a frontal
respecte l'escor¢a entorrinal; mentre que no s’observen diferéncies significatives entre I'escorca

entorrinal 1 Phipocamp, ni entre Phipocamp i I'escorea frontal.

Figura 40. Concentracions tissulars de metabolits implicats en el metabolisme bioenergetic de I’escorca
entorrinal, I’hipocamp i Pescorca frontal del cervell huma adult sa. Els metabolits han estat detectats i
quantificats mitjangant TQMS; Els nivells del marcador de dany oxidatiu, 2-SC han estat mesurats mitjancant GC-
MS. Les dades expressades son la mitjana + SEM de 9-10 individus de cada regid. ® respecte I'escorca entorrinal, b
respecte I’hipocamp. * p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001. Les moleécules de color taronja contenen 6 atoms de
carboni, la verda (a-cetoglutarat) 5 carbonis i les molécules blaves 4.

A partir d’intermediaris del cicle de Krebs poden generar modificacions post-traduccionals (PTM;
de Pangles, Post-translational modification) com és la succinacid; una modificacié quimica de la cisteina
en les proteines pel fumarat, la qual dona lloc a S-(2-succinil)-cisteina (2-SC). Aixi doncs, 2-SC
serveix com un biomarcador d'estrés mitocondrial. Els resultats mostren que els nivells de 2-SC s6n
significativament més baixos en l'escot¢a frontal en comparacié amb escorc¢a entorrinal; mentre que

no s’observen diferéncies significatives entre 'escor¢a entorrinal i ’hipocamp.
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9.2.1.2. Metabolits del metabolisme d’un carboni

9.2.1.2.1. Metabolits del metabolisme de serina, glicina i treonina

La Figura 41 mostra el contingut dels diferents metabolits implicats en el metabolisme de la serina,
glicina i treonina a nivell de les tres regions del SNC huma adult estudiades. En els resultats podem
observar lexistencia de diferencies interregionals en les concentracions de setrina, glicina, treonina i
metabolits relacionats com sén la sarcosina i la colina. Les concentracions de serina, glicina 1
treonina en 'escorca frontal son significativament menors respecte ’hipocamp, i en el cas de la
serina també respecte 'escor¢a entorrinal. Tanmateix, en els metabolits de glicina 1 treonina es
produeix un augment significatiu en ’hipocamp trespecte I'escor¢a entorrinal. D’altra banda, les
concentracions de sarcosina també sén significativament inferiors en I'escorca frontal respecte
I'escorga entorrinal 1 hipocamp, 1 aquest ultim també es troba significativament augmentat respecte
Pescor¢a entorrinal. El metabolit colina també mostra canvis significatius en els nivells de
concentracié menors en 'escorca frontal respecte escorca entorrinal. Per contra, no s’han detectat

diferencies significatives interregionals per la betaina.

Figura 41. Concentracions tissulars dels metabolits implicats en el metabolisme serina, glicina i treonina de
I'escorca entorrinal, ’hipocamp i I’escorca frontal del cervell huma adult sa. Els metabolits han estat detectats i
quantificats mitjancant TQMS; Les dades expressades sén la mitjana + SEM de 9-10 individus de cada regio. *
respecte I’escorca entorrinal, P respecte I’hipocamp. * p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.

9.2.1.2.2. Metabolits del metabolisme de la metionina

La Figura 42 mostra el contingut dels diferents metabolits implicats en el metabolisme de la

metionina -incloent el cicle de la metionina i la via de transsulfuracio-. Els metabolits analitzats han
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estat: a) cicle de la metionina: metionina, S-adenosil-metionina (SAM) i homocisteina; aixi com
espermidina i prolina; i b) via de transsulfuracié: cistationina, cisteina, glutatid, taurina i vitamina B6

—piridoxal 1 piridoxamina-.

Les concentracions dels metabolits del cicle de la metionina mostren nivells significativament
menors en 'escorca frontal respecte 'escorca entorrinal en ’homocisteina, respecte 'hipocamp en
el SAM 1 lespermidina, i respecte ’escor¢a entorrinal i ’hipocamp en la metionina 1 la prolina;
mentre que unicament s’observen diferéncies significatives entre l'escor¢a entorrinal i 'hipocamp en
el cas del SAM i la prolina. Per contra, no s’han detectat canvis interregionals per als metabolits de
la via de transsulfuraci6, amb Pexcepci6 del glutatié, la taurina 1 el piridoxal. Els nivells de glutati6 i
taurina es troben significativament augmentats en I’hipocamp respecte I'escorca entorrinal; mentre
que unicament s’observen nivells significativament menors entre 'escorc¢a frontal i ’hipocamp en la
taurina. Per contra, el metabolit piridoxal mostra una concentracié significativament augmentada en

la regi6 de I'escorga frontal respecte de ’hipocamp.

Figura 42. Concentracions tissulars dels metabolits implicats en el metabolisme de la metionina, incloent el
cicle de la metionina i la via de transsulfuracié, de I’escorca entorrinal, ’hipocamp i I'escorca frontal del
cervell huma adult sa. Els metabolits han estat detectats i quantificats mitjancant TQMS; Les dades
expressades sén la mitjana = SEM de 9-10 individus de cada regid. ® respecte I’escor¢a entorrinal, ® respecte
I’hipocamp. * p< 0,05, ** p< 0,01i *** p< 0,001.

9.2.1.2.2. Metabolits del metabolisme de les purines

La Figura 43 mostra el contingut dels diferents metabolits implicats en el metabolisme de les
purines. Els metabolits analitzats han estat: ribosa 5-fosfat, guanosina 5-monofosfat, inosina 5-

monofosfat, AMP, xantosina, xantina, hipoxantina, inosina i adenosina.
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Les concentracions dels metabolits del metabolisme de les purines no presenten canvis significatius
entre les diferents regions del SNC huma adult estudiades, amb I'excepcié de la ribosa 5-fosfat, la
xantosina i la hipoxantina. Les concentracions de ribosa 5-fosfat, xantosina i hipoxantina en
Iescorga frontal sén significativament menors respecte Phipocamp, i en el cas de la xantosina i
hipoxantina també sén significativament menors en I'escorga frontal respecte ’escor¢a entorrinal;
mentre que no s’observen diferéncies significatives entre l'escor¢a entorrinal i 'hipocamp en cap

cas.

Figura 43. Concentracions tissulars dels metabolits implicats en el metabolisme de les purines de P'escor¢a
entorrinal, hipocamp i I'escorca frontal del cervell huma adult sa. Els metabolits han estat detectats i
quantificats mitjangant TQMS; Les dades expressades sén la mitjana + SEM de 9-10 individus de cada regié. ®
respecte Iescorga entorrinal, ® respecte I’hipocamp. * p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.

9.2.2. Immunodetecci6 per Western Blot

Un cop s’han detectat diferencies interregionals significatives en I'estat metabolic en les tres arees
del SNC huma adult estudiades, ens preguntem si aquestes diferéncies fenotipiques poden estar
associades a canvis en els sistemes cel'lulars relacionats amb la resisténcia i resposta a Pestrés, 1 la

supervivencia cel-lular. A continuacié es desglossen els parametres estudiats i els resultats obtinguts.
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9.2.2.1. Factor de resisténcia a I’estrés oxidatiu

L’expressio dels sistemes cel-lulars relacionats amb Pestres s’han analitzat mitjangant la deteccid dels
factor de transctipcié REST, com a regulador de la resposta neuroprotector enfront l'estrés i que
promou lactivacié del factor FoxO1 per tal de mediar la resisténcia a I'estreés oxidatiu (Figura 44).

Els resultats obtinguts mostren que en cap cas s’han detectat canvis interregionals.

Figura 44. Expressié de dos factors de transcripcié de resisténcia a estrés oxidatiu de I’escor¢a entorrinal,
I’hipocamp i ’escorca frontal del cervell huma adult sa. Els factors analizats han estat el factor de transcripcié
REST i FoxO1. Els valors representats en els grafics ens indiquen el % de canvi en I’expressid de les proteines en
I’lhipocamp i I’'escorca frontal respecte ’expressié en I’escorca entorrinal, normalitzant els valors amb la tincié de
Gallyas. Les dades expressades sén la mitjana + SEM de 9-10 individus de cada regid. ? respecte la medul-la
cervical,® respecte el cerebel i “respecte ’escorca entorrinal. * p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.

9.2.2.2. Enzims antioxidants

Els enzims catalasa i SOD1, que poden ser activats pels nivells del factor REST, han estat els
enzims antioxidants analitzats com a proteines catalitzadores de la descomposicié de peroxid
d’hidrogen i superoxid, respectivament (Figura 45). La deteccié de la proteina catalasa en I'escorca
frontal es veu significativament augmentada respecte ’escorga entorrinal i ’hipocamp. Uns resultats
similars s’han obtingut en la deteccié de la SOD1, ja que hi ha un augment significatiu a nivell

d’escorca frontal respecte la regié de ’hipocamp.

Figura 45. Expressié de les proteines catalitzadores de la descomposicié del peroxid d’hidrogen (H,0,) i el
superoxid (0™) de Pescorca entorrinal, ’hipocamp i I'escorca frontal del cervell huma adult sa. Les proteines
analitzades han estat la catalasa i SOD1. Els valors representats en els grafics ens indiquen el % de canvi en
’expressié de les proteines en I’hipocamp i I’escorca frontal respecte I’expressié en I’escorca entorrinal,
normalitzant els valors amb la tincié de Gallyas. Les dades expressades son la mitjana + SEM de 9-10 individus de
cada regio. ? respecte la medul-la cervical, b respecte el cerebel i € respecte I’escorca entorrinal. * p< 0,05, ** p<
0,01i *** p< 0,001.
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9.2.2.3. Factor de supervivencia

mTOR és una serina/treonina quinasa molt conservada evolutivament en cél-lules eucatiotes que
regula el creixement cel-lular i el metabolisme en resposta als nutrients, factors de creixement i a les
condicions de l'energia cel'lular. Aixi, mTOR és un mestre regulador que detecta ’estat de nutrients
iTenergia cel'lular, i es troba implicat en la supervivencia cel'lular. A la figura inferior (Figura 406) es

pot observar que 'activacié mTOR és significativament menor a I’escorca frontal humana.

Figura 46. Expressié d’'una proteina implicada en la supervivéncia cel-lular de I’escor¢a entorrinal, Phipocamp
i escorca frontal del cervell huma adult sa. La proteina analitzada ha estat mTOR total i mTOR fosforilada. Els
valors representats en el grafic ens indiquen el % de canvi en I’expressid de les proteines en I’hipocamp i
I’escorca frontal respecte I’expressié en I’escorca entorrinal, calculant la relacié de la densitometria de mTOR
fosforilat/densitometria de mTOR total. Les dades expressades sén la mitjana = SEM de 9-10 individus de cada
regid. ® respecte la medul-la cervical, b respecte el cerebel i  respecte ’escor¢a entorrinal. * p< 0,05, ** p< 0,01
i *** p< 0,001.

9.2.3. Metabolomica no dirigida

Amb l'objectiu de confirmar si aquestes diferéncies interregionals en vies metaboliques particulars
poden ser inscrites en un estat metabolomic especific de regié més general, s’ha aplicat, a un grup
més reduit pero representatiu de mostres, una analisi no dirigida. Utilitzant un enfocament no dirigit
1 seleccionant només aquelles caracterfstiques moleculars que estaven presents com a minim al 75 %
de les mostres del mateix grup (al voltant de 3.500 metabolits en la ionitzacié positiva 1 negativa)
s’ha realitzat estudis estadistics de multivarianca. Com es mostra a la Figura 47 I’agrupacio jerarquica
(hierarchical clustering) separa perfectament les tres regions cerebrals estudiades. D'altra banda, aquesta
separacié també és present quan s’aplica algoritmes en l'analisi de components principals no
supervisats (PCA; de 'angles, Principal Component Analysis) 1 en I'analisi de minims quadrats (PLS-
DA; de langlés, Partial Least Discrimination Analysis) (Figura 48), el que indica que l'area del cervell és
el principal factor determinant de les diferéncies metabolomiques. A més, i d'acord amb l'analisi
d’agrupacié, 'escorca entorrinal i Pescorca frontal es troben més a prop entre elles que ’hipocamp

(Figura 47).
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Figura 47. Perfil metabolomic de I’escorga entorrinal, Phipocamp i escorca frontal del cervell huma adult sa.
Diagrama HEATMAP i d’agrupacié jerarquica (hierarchical clustering) de les caracteristiques moleculars que es
troben en cada mostra de teixit nervids. Cada linia d'aquest grafic representa una massa exacta ordenada per
temps de retencid i acolorida d’acord amb la seva intensitat normalitzada amb I’abundancia del patré intern.
L’escala de -8,5 (blau) a 8,5 (vermell) representa I’'abundancia normalitzada en unitats arbitraries.
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Figura 48. Perfil metabolomic de P'escor¢a entorrinal, ’hipocamp i escor¢a frontal del cervell huma adult sa.
Representacié tridimensional dels analisis PCA i PLS-DA. L’analisi PLS-DA mostra una bona agrupacid dels tres
grups amb una precisié de 0,85 demostrant que comparteixen la majoria de caracteristiques moleculars. Eix X:
Component principal 1, Eix Y: Component principal 2, Eix Z: Component principal.
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9.3. Efecte de Penvelliment en la vulnerabilitat neuronal selectiva del sistema

nervios central huma

Per tal d’abordar els objectius plantejats del present estudi s’ha procedit: i) a I'analisi del perfil
composicional dels acids grassos totals, associant que es tracta majoritariament de lipids de
membrana, la deteccié de proteines implicades en les vies de biosintesis dels acids grassos, aixi com
la deteccié de mediadors lipidics implicats en lestat anti i proinflamatori en mostres d’escorca
frontal humana d’individus sans amb edats compreses entre 40 1 89 anys; 1 ii) a I'analisi del dany
oxidatiu, la detecci6 i localitzacié de proteines implicades en a) la cadena de transport d’electrons i
biogenesis mitocondrial; i b) factors de resisténcia a estrés oxidatiu 1 de supervivencia cel'lular en

mostres d’escorca frontal humana d’individus sans amb edats compreses entre 40 1 89 anys.

9.3.1. Estudi lipidic

9.3.1.1. Analisi composicional dels acids grassos

L’analisi de la composicié en acids grassos en les diferents décades de 'escorca frontal humana, per
tal de determinar si existeixen variacions en la composicié de les membranes lipidiques en el
transcurs de 'envelliment, mostra canvis significatius entre les diferents décades. A continuacié es
desglossen els resultats obtinguts en la composicié dels acids grassos de les membranes lipidiques i

els index que en deriven.
9.3.1.1.1. Perfil composicional en acids grassos dels lipids de I’escorga frontal

En la Taula 21 es mostra el perfil composicional dels acids grassos de les membranes lipidiques
d’escorces frontals humanes d’individus adults sans, d’edats compreses entre 40 1 89 anys. Els
resultats obtinguts mostren diferéncies significatives durant Penvelliment en els diferents acids
grassos estudiats. El major nombre de canvis significatius es produeixen entre les décades del 60 i
70 anys. No obstant, certs acids grassos com el 20:4n-6 i el 22:6n-3 mostren una disminucié

significativa en la década d’edat més avancada.
9.3.1.1.2. Indexs derivats de la composicié en acids grassos

A partir de Panalisi composicional en acids grassos s’han calculat una serie d’indexs que ens
indiquen els canvis composicionals de forma global. Les dades s’han analitzat mitjangant una analisi
multivariant no lineal utilitzant el model additiu generalitzat (GAM; de 'angles, generalized additive
model) per tal de predir les modificacions en la composicié dels acids grassos de les membranes
d’escorca frontal d’huma adult en funcié de la variable edat. Les variables sexe i temps post-mortem
no s’han tingut en compte ja que no han estat estadisticament significatives en I’analisi previ (veure

annex 1).
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Taula 21. Composicié en acids grassos dels lipids de I’escor¢a frontal humana en 5 deécades diferents. Les dades
expressades com a mols en % sén la mitjana £ SEM dels individus corresponents a cada decada.

Década 40 anys Década 50 anys Década 60 anys Década 70 anys Década 80 anys
f14:0 1,48 £ 0,17 1,21+ 0,07 1,53 0,13 1,19 £ 0,07 %" 1,31+ 0,06
f16:0 21,19 + 0,66 20,27 + 0,74 20,15 + 0,85 25,32 % 0,65 %P zi’lz*ifl*ﬂ
16:1n-7 1,47 £ 0,13 1,45 % 0,10 1,85 £ 0,17 %" 1,47 + 0,08 05 1,24 + 0,08
f18:0 21,43 £ 0,97 21,27 + 0,61 20,30 + 1,47 20,11% 0,59 22,45 +1,08 %
f18:1n-9 26,56 + 1,46 26,35 * 1,04 27,82 +1,30 23,87+ 0,66 27,46 1,259
f18:2n-6 1,11 £ 0,10 1,16 + 0,10 1,21+ 0,13 1,16 * 0,06 1,04 £ 0,07
f18:3n-3 0,20 + 0,05 0,19 + 0,04 0,32 £ 0,15 0,25 * 0,02 0,25 * 0,04
f18:4n-3 0,37+ 0,20 0,20 * 0,05 0,44 * 0,24 0,36 + 0,05 0,41+ 0,06
f20:0 0,37 * 0,07 0,74 + 0,42 0,42+ 0,12 0,49 * 0,03 0,46 + 0,04
f20:1n-9 1,36 * 0,17 1,41%0,17 1,814 0,18%" 1,13 £ 0,07 1,43 % 0,19
f20:2n-6 0,43 £ 0,12 0,31+ 0,05 0,51+ 0,19 0,36 + 0,02 0,38 £ 0,02
f20:3n-6 1,18 £ 0,26 1,04 * 0,05 1,54 * 0,46 1,21+ 0,08 1,09 + 0,15
20:4n-6 6,92 * 0,43 6,73 + 0,38 6,26 % 0,32 6,55 * 0,30 5,37 * 0,320
f20:5n-3 0,33+0,12 0,25 0,04 0,38 +0,18 0,34 * 0,04 0,51+ 0,27
f22:0 0,38 0,10 0,73 £ 0,43 0,46 * 0,13 0,42 + 0,02 0,40 + 0,04
22:4n-6 4,27 £0,33 4,64 * 0,20 4,40 £ 0,31 4,26 +0,23 3,51+ 0,26 P<d”
f22:5n-6 1,19 £ 0,24 1,08 £ 0,12 1,16 + 0,30 0,98 + 0,07 0,72 £0,08%"
f22:5n-3 0,58 + 0,18 0,53 * 0,05 0,60 * 0,22 0,61+ 0,04 0,44 £ 0,04
f22:6n-3 8,07 + 0,95 9,15+ 0,67 7,42 0,60 9,28 + 0,63 6,40 + 0,679
f24:0 0,59 * 0,09 0,78 +0,18 0,71% 0,14 0,65 + 0,05 0,69 + 0,09
f24:5n-3 0,29 0,06 0,28 £ 0,02 0,40 + 0,09 0,15 + 0,01 0™ | .44 + 0,02 ¥
f24:6n-3 0,24 % 0,05 0,24 0,04 0,31+ 0,08 0,15+ 0,02 0,11 % 0,02 0™

2 respecte la década dels 40, ° respecte la década dels 50, © respecte la década dels 60 i ® respecte la década dels
70.* p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.

En la Figura 49 es mostra la relacié de la LMC dels acids grassos de I'escor¢a frontal humana en
funcié de l'edat. Els resultats obtinguts mostren que existeix una correlacié negativa significativa

entre la LMC i I'edat. No obstant aixo, aquest parametre es manté en un valor mitja de 18 atoms de

carbonis.
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Figura 49. Relacié de la longitud mitjana de la cadena (LMC) dels acids grassos de I’escorca frontal humana amb
’edat. Els resultats mostren que existeix una correlacié negativa significativa entre la LMC dels acids grassos i
l’edat (rang d’edat 40-90 anys; n= 58), analitzat pel model additiu generalitzat (p< 0,01, R*=0,146, desviacié
explicada=16,9 %).
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En la Figura 50 es mostren els valors del contingut dels AGS 1 AGI, respectivament. Els resultats
obtinguts mostren que existeix una correlacio significativa entre el contingut en AGS i AGI i I'edat.
No obstant aixo, la correlacié és positiva en el contingut ’AGS 1 negativa en el contingut d’AGIL.
Es a dir, en edat avangada els individus presenten una composicié més elevada en AGS i més baixa

en AGI.
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Figura 50. Contigut d’acids grassos saturats (AGS) i contingut d’acids grassos insaturats (AGI) de Pescorca
frontal humana en funcié de l'edat. Els resultats mostren que existeix una correlacié significativa entre el
contingut d’AGS i I’edat, aixi com una correlacié negativa significativa entre el contingut d’AGl i ’edat (rang d’edat
40-90 anys; n= 58), analitzat per al model additiu generalitzat (p< 0,01, R>=0,112, desviacié explicada=1,34 % i p<
0,01, R®=0,112, desviacié explicada=1,34 %, respectivament).

Dins dels AGI diferenciem entre els que contenen un doble enllag o els que en tenen més d’un. Per
tant, hem analitzat el contingut ’AGMI i el contingut ’AGPI (Figura 51). Els resultats obtinguts

mostren que no existeix una correlacié entre el contingut en AGMI 1 AGPI i edat.
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Figura 51. Contingut d’acids grassos monoinsaturats (AGMI) i contingut d’acids grassos poliinsaturats (AGPI) de
'escorca frontal humana en funcié de I'edat. Els resultats mostren que no existeix una correlacié entre el
contingut ’AGMI i ’edat (rang d’edat 40-90 anys; n=58), i tampoc entre el contingut d’AGPI i I’edat, analitzat per
al model additiu generalitzat (p> 0,5, R’=6,97", desviacié explicada=3,37" % i p> 0,05, R’= 0,049, desviacié
explicada= 6,88 %, respectivament).

Dins dels AGPI diferenciem dos tipus de poliinsaturacio, els de la série n-3 i els de la seérie n-6. Els
resultats obtinguts no mostren una correlacié entre el contingut d’AGPI n-3 i 'edat (Figura 52). No

obstant, si que s’observa una correlacié negativa significativa entre els nivells I’AGPI n-6 i 'edat

(Figura 52).
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Figura 52. Contingut d’acids grassos poliinsaturats de la série n-3 (AGPI n-3) i contingut d’acids grassos
poliinsaturats de la série n-6 (AGPI n-6) de PPescorca frontal humana en funcié de Pedat. Els resultats mostren
que no existeix una correlacié significativa entre el contingut d’AGPI n-3 i I'edat, perd si que existeix una
correlacié negativa significativa entre els nivells d’AGPI n-6 i ’edat (rang d’edat 40-90 anys; n= 58), analitzat pel
model additiu generalitzat (p> 0,05, R’= 1,07", desviacié explicada= 2,4° % i p< 0,01, R’= 0,116, desviacié
explicada= 13,8 %, respectivament).

9.3.1.1.3. Grau d’insaturaci6 dels lipids d’escorca cerebral

Els dos parametres calculats que ens indiquen el grau d’insaturacié dels lipids de membrana i la
susceptibilitat d’aquestes a ser oxidades sén 'IDE i 'IP. En la Figura 53 s’observa I'existéncia d’una
correlacié negativa significativa entre els nivells de 'IDE i I'edat. Per contra, no existeix una

correlacié entre 'IP i Pedat.
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Figura 53. index de dobles enllagos (IDE) i index de peroxidabilitat (IP) de Pescorca frontal humana en funcié de
I’edat. Els resultats mostren que existeix una correlacié negativa significativa entre I'IDE i I'’edat, perd no existeix
una correlacié entre I'IP i ’edat (rang d’edat 40-90 anys; n= 58), analitzat pel model additiu generalitzat (p< 0,05,
R’= 0,063, desviacid explicada= 8,39 % i p> 0,05, R*= 0,030, desviacié explicada= 4,6 %).

9.3.1.1.4. Estimaci6 estadistica del break point

Amb T'objectiu d’intentar establir ’'edat en la que s’observa una inflexié en els indexs estudiats en
Papartat anterior s’ha realitzat una estimacié estadistica —explicada en Iapartat de meétodes
estadistics (veure apartat 8.9.3)-. Les dades obtingudes d’aquests analisis estadistics (representades a

P'annex 2) mostren que cap dels indexs estudiats tenen un break point amb una R? < 0,1.
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9.3.1.1.5. Estimacio de les activitats desaturases i elongases

A partir de Panalisi del perfil composicional en acids grassos també s’han estimat les activitats

desaturases (Taula 22), elongases (Taula 23) i de la B-oxidacié peroxisomal (Taula 24) en escorces

frontals d’individus adults sans en edats compreses entre 40 i 89 anys. Els resultats obtinguts

mostren diferéncies significatives durant 'envelliment en la major part de les activitats estimades. El

major nombre de canvis significatius es produeixen en les edats més avancades. Un resultat a

destacar és 'augment significatiu de la B-oxidacié peroxisomal en el pas dels anys.

Taula 22. Estimacié de Pactivitat desaturasa de 'escor¢a frontal humana en 5 décades diferents. Les dades
estan expressades com a mitjana = SEM dels individus corresponents a cada década.

Década 40 anys

n=6

Década 50 anys

Década 60 anys

Década 70 anys

Década 80 anys

n=10 n=9 n=22 n=11
A9 (n-7) [16:1/16:0 0,07 * 0,01 0,07 % 0,01 0,10 £ 0,017 | 0,05+ 0,01 "™ | 0 05+ 0,017 O
A9 (n-9) |18:1/18:0 1,30 + 0,16 1,26 £ 0,09 1,45 * 0,16 1,21+ 0,05 1,26 + 0,10
A5 (n-6) [20:4/20:3 7,30 £ 0,89 6,77 £ 0,57 5,79 * 0,90 5,90 + 0,93 5,62 0,58
A6 (n-3) [24:6/24:5 0,82 % 0,05 0,82 0,06 0,84 % 0,06 0,96 * 0,03 0,82+0,07%
A6 (n-3) [18:4/18:3 1,54 + 0,56 1,00 * 0,07 1,25 + 0,22 1,47 £ 0,19 1,77 + 0,31

2 respecte la década dels 40, ° respecte la década dels 50, © respecte la década dels 60 i  respecte la década dels

70.* p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.

Taula 23. Estimacié de Pactivitat elongasa de P’escorca frontal humana en 5 décades diferents. Les dades estan

expressades com a mitjana * SEM dels individus corresponents a cada década.

Década 40 anys

n=6

Década 50 anys

n=10

Década 60 anys

n=9

Década 70 anys

n=22

Década 80 anys

n=11

Elovl 3 (n-9) 0,05 * 0,01 0,05 * 0,01 0,06 *0,01*" 0,05+ 0,01 0,05 % 0,01
Elovl 6 1,01 £ 0,04 1,06 + 0,03 1,01+ 0,06 0,80 + 0,027 P | 993 + 0,037
Elovl 1-3-7 0,02 * 0,01 0,04 + 0,03 0,02 * 0,01 0,02 % 0,01 0,02 * 0,01
Elovl 1-3-7 0,96 * 0,07 0,94 + 0,04 1,10 £ 0,05 0,88 0,04 0,89 + 0,07
Elovl 13-7 1,85 + 0,15 1,98 £ 0,20 1,72 £ 0,11 1,55 + 0,08 1,86 % 0,25
Elovl 5 (n-6 0,42 +0,1 0,31+ 0,08 0,38 £0,08 0,33%0,0 0,38 0,0

) ) ’ ) ) ) ’
Elovl 2-5 (n-6) 0,62 + 0,04 0,72 + 0,07 0,72 + 0,07 0,65 * 0,03 0,67 + 0,05
Elovl2-5 (n-3) 2,01+ 0,18 2,46 + 0,29 1,91+ 0,14 2,03£0,17 1,67 + 0,23
Elovl2 (n-3) 0,61 0,06 0,57 + 0,04 0,89 0,20 | 0,740,022 | 932+ 0,03

?respecte la década dels 40, ® respecte la década dels 50, © respecte la década dels 60 i ¢ respecte la década dels

70. ¥ p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.

Taula 24. Estimacié de I'activitat de la B-oxidacié Peroxisomal de P'escorca frontal humana en 5 décades
diferents. Les dades estan expressades com a mitjana + SEM dels individus corresponents a cada década.

Década 40 anys

n=6

B-oxidacié
Peroxisomal

22:6/24:6

51,09 £ 9,23

Década 50 anys

n=10

45,54 * 6,30

n=9

33,35 %5,52

Década 60 anys

Década 70 anys

n=22

79,55 + 9,58 ¥

Década 80 anys

n=11

72,25 £12,79"

2 respecte la década dels 40, ° respecte la década dels 50, © respecte la década dels 60 i  respecte la década dels

70.* p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.
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9.3.1.2. Dany proteic derivat de lipoxidacié

Paral-lelament a I’analisi del perfil en acids grassos s’ha realitzat I’analisi del dany proteic derivat de
lipoxidacié mitjancant la detecci6 i quantificacié del marcador N*-malondialdehid-lisina (MDAL)

(Figura 54). Les dades obtingudes no mostren una correlacié entre els nivells de MDAL 1 I’edat.
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Figura 54. Relacié del marcador N*-malondialdehid-lisina (MDAL) de I’escorca frontal humana amb Pedat. Els
valors representats mostren que no existeix una correlacié entre els nivells de MDAL i I’edat (rang d’edat 40-90
anys; n= 41), analitzat pel model additiu generalitzat (p> 0,5, R*= -0,025, desviacié explicada= -0,009 %).

9.3.1.3. Immunodeteccié per Western Blot

En base als resultats obtinguts en I'analisi del perfil composicional dels acid grassos, s’han analitzat
els possibles canvis durant 'envelliment de proteines implicades en la biosintesis dels acids grassos,
integrades dins dels sistemes desaturases-elongases i la B-oxidacié peroxisomal, aixi com la deteccié
de mediadors lipidics implicats en I’estat anti i proinflamatori en mostres d’escorca frontal humana
d’individus sans amb edats compreses entre 40 i 89 anys. A continuaci6 es desglossen els resultats

obtinguts.

9.3.1.3.1. Desaturases i elongases

La Figura 55 mostra 'expressié dels enzims desaturases 1 elongases que s’han analitzat mitjancant la
deteccié de les proteines FADS1, FADS2 i ELOVL2. Els resultats obtinguts mostren que
Pexpressié de FADS1 augmenta significativament en la década dels 70 respecte la decada dels 50.
Draltra banda, expressié de la proteina FADS2 es veu disminuida significativament amb ’edat,
particularment en les decades d’edats avancades. I pel que fa a I'expressié de I'elongasa ELOVL2

també s’observa una disminuci6 significativa amb 'edat.
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Figura 55. Expressi6 de les proteines desaturases i elongases implicades en la dessaturacié i allargament dels
acids grassos de I'escorga frontal humana en 5 décades diferents. Les proteines detectades sén FADS1, FADS2 i
ELOVL2. Els valors representats en els grafics ens indica el % de canvi en I’expressié de les proteines en les
décades dels 50, 60, 70 i 80, respecte I’expressié en la década dels 40 anys d’edat, normalitzant els valors de
FADS1 i FADS2 amb I’expressid de tubulina, i I'expressié d’ELOVL2 amb I’expressié d’actina. Les dades
expressades soén la mitjana + SEM de 5 individus de cada década. Veure les imatges dels Westerns amb les
mostres individuals a 'annex 3. ° respecte la década dels 40, b respecte la decada dels 50, © respecte la década
dels 60 i ¢ respecte la década dels 70. * p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001. Sota de les grafiques es mostra les
imatges de Western blot realitzades a partir del pool de les mostres corresponents a cada década.

9.3.1.3.2. La B-oxidacié peroxisomal, via de sintesis dels acids grassos poliinsaturats

La Figura 56 mostra I'expressié de les proteines implicades en la B-oxidacié peroxisomal que s’han
analitzat mitjancant la deteccié de les proteines DBP-1, ACAAT i SCP2. En els resultats podem
observar que no es produeixen canvis en l'expressié d’aquestes proteines, siné que 'expressio és

mantinguda al llarg de la vida adulta.

Figura 56. Expressié de les proteines implicades en la -oxidacié peroxisomal, involucrades en el metabolisme
dels acids grassos poliinsaturats i la seva sintesis, de ’escor¢a frontal humana en 5 décades diferents. Les
proteines detectades son la DBP-1, AACA1 i SCP2. Els valors representats en els grafics ens indica el % de canvi en
I’expressié de les proteines en les decades dels 50, 60, 70 i 80, respecte I"expressié en la decada dels 40 anys
d’edat, normalitzant els valors amb I'expressié d’actina. Les dades expressades sén la mitjana + SEM de 5
individus de cada década. Veure les imatges dels Westerns amb les mostres individuals a "annex X. ? respecte la
década dels 40, ° respecte la década dels 50, “ respecte la década dels 60 i d respecte la década dels 70. * p< 0,05,
** p< 0,011 *** p< 0,001. Sota de les grafiques es mostra les imatges de Western blot realitzades a partir del pool
de les mostres corresponents a cada década.

9.3.1.3.3. Proteines de caracter antiinflamatori

L’expressié de proteines de caracter antiinflamatori s’ha analitzat mitjancant la deteccidé de la
proteina lipoxigenasa 15 (15-LOX) i el citocrom p450 2]J2 (CYP450). Els resultats obtinguts
mostren que expressié de 15-LOX es mantinguda al pas dels anys (Figura 57). No obstant, si que
s’observen canvis en l'expressio de la proteina CYP450 amb I'edat. Els resultats mostren que

existeix un augment significatiu amb I'edat, especialment en les edats més avancades (Figura 57).

152



RESULTATS

Figura 57. Expressi6 de proteines de caracter antiinflamatori de Pescorca frontal humana en 5 décades
diferents. Les proteines detectades son la lipoxigenasa 15 i el citocrom p450 2J2. Els valors representats en els
grafics ens indica el % de canvi en I"expressié de les proteines en les décades dels 50, 60, 70 i 80, respecte
I’expressié en la decada dels 40 anys d’edat, normalitzant els valors de la lipoxigenasa 15 i el citocrom p450 2J2
amb I’expressid d’actina. Les dades expressades sén la mitjana + SEM de 5 individus de cada década. Veure les
imatges dels Westerns amb les mostres individuals a I"annex 3. ® respecte la década dels 40, ® respecte la década
dels 50, € respecte la década dels 60 i d respecte la decada dels 70. * p< 0,05, ** p< 0,01i *** p< 0,001. Sota de
les grafiques es mostra les imatges de Western blot realitzades a partir del pool de les mostres corresponents a
cada decada.

9.3.1.3.4. Proteines de caracter proinflamatori

L’expressié de proteines de caracter proinflamatori s’ha analitzat mitjangant la deteccié de les
proteines lipoxigenasa 5 (5-LOX) i ciclooxigenasa 2 (COX-2) participes del metabolisme de ’AA, i
la proteina NF-KB p65. Els resultats obtinguts mostren que Pexpressié de 5-LOX , COX-2 i NF-
KPB p65 es mantinguda al llarg de la vida adulta (Figura 58).

Figura 58. Expressié de proteines de caracter proinflamatori participes del metabolisme de I’acid araquidonic
de Pescorca frontal humana en 5 décades diferents. Les proteines detectades sén la lipoxigenasa 5, la
ciclooxigenasa 2 i NF-KB p65. Els valors representats en els grafics ens indica el % de canvi en I’expressié de
proteines en les decades dels 50, 60, 70 i 80, respecte I’expressié en la década dels 40 anys d’edat, normalitzant
els valors de lipoxigenasa 5 amb I'expressié de tubulina i la ciclooxigenasa i NF-KB amb I’expressié d’actina. Les
dades expressades son la mitjana la mitjana + SEM de 5 individus de cada decada. Veure les imatges dels
Westerns amb les mostres individuals a I’'annex 3.  respecte la década dels 4o, b respecte la década dels 50, €
respecte la década dels 60 i d respecte la década dels 70. * p< 0,05, ** p< 0,01 i *** p< 0,001. Sota de les
grafiques es mostra les imatges de Western blot realitzades a partir del pool de les mostres corresponents a
cada decada.

9.3.1.4. Expressié del RNA missatger

Paral-lament a la detecci6 de les proteines implicades en la biosintesis dels acids grassos, integrades
dins dels sistemes desaturases-elongases i la B-oxidacié peroxisomal, aixi com la deteccié de
mediadors lipidics implicats en lestat anti i proinflamatori mitjancant la immunodeteccid, s’han
analitzat els nivells del RNA missatger d’aquestes mateixes proteines en mostres d’escorca frontal
humana d’individus sans amb edats compreses entre 40 i 89 anys. A continuaci6 es desglossen els

resultats obtinguts.
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9.3.1.4.1. Desaturases i elongases

En la Figura 59 es mostren els resultats obtinguts de 'expressio relativa dels gens FADS1, FADS2 i
ELOVL2. En els resultats podem observar que Pexpressié trelativa del gen FADS1 mostra un
augment significatiu en la década dels 60 anys que no és mantingut en les decades d’edat avancada.
En canvi, en lexpressié relativa del gen FADS2 s’observa un augment significatiu amb I’edat,
particularment en la década d’edat avancada. I finalment, les dades obtingudes en I’analisi del gen

ELOVL2 mostren uns nivells mantinguts al llarg de temps.

Figura 59. Expressié relativa del mRNA dels gens FADS1, FADS2 i ELOVL2 de Pescor¢a frontal humana en 5
deécades diferents. Els valors representats en els grafics ens indiquen I’expressié relativa del mRNA dels gens en
les decades dels 50, 60, 70 i 80, respecte I’expressié en la decada dels 40 anys d’edat, normalitzant els valors amb
el gen de referéncia ACTB. Les dades expressades sén la mitjana + SEM de 4 individus de cada década. ® respecte
la década dels 40, ° respecte la década dels 50, © respecte la década dels 60 i ¢ respecte la década dels 70. * p<
0,05, ** p< 0,01i *** p< 0,001.

9.3.1.4.2. Estat inflamatori

En la Figura 60 es mostren els resultats obtinguts de I'expressié relativa dels gens relacionats amb
una resposta antiinflamatoria (Lipoxigenasa 15 i Citocrom p450 2J2) i el gen relacionat amb una
resposta proinflamatoria (NF-Kf). En els resultats podem obsetvar que Iexpressio relativa del gen
Lipoxigenasa 15 es troba augmentada significativament en la década dels 60 anys respecte la resta de
decades. Contrariament, els resultats que s’observen de 'expressio relativa dels gen Citocrom p450
2]2 mostren com els seus nivells sén mantinguts al llarg de la vida adulta. D’altra banda, pel que fa
al gen relacionat amb proinflamacié els resultats mostren un disminucié significativa amb el pas dels

anys, especialment en les décades d’edats avancades.

Figura 60. Expressio relativa del mRNA dels gens Lipoxigenasa 15, Citocrom p450 2J2 i NF- KB de P’escor¢a frontal
humana en 5 deécades diferents. Els valors representats en els grafics ens indiquen I’expressid relativa del mRNA
dels gens en les décades dels 50, 60, 70 i 80, respecte I’expressid en la década dels 40 anys d’edat, normalitzant
els valors amb el gen de referencia ACTB. Les dades expressades son la mitjana + SEM de 4 individus de cada
década. ° respecte la década dels 40, ° respecte la década dels 50, © respecte la década dels 60 i ¢ respecte la
déecada dels 70. * p< 0,05, ** p< 0,01i *** p< 0,001.
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9.3.2. Estudi del dany oxidatiu
9.3.2.1. Dany oxidatiu

L’analisi del dany oxidatiu en I'escorca frontal del SNC huma adult, mostra canvis significatius amb
I’edat. Les dades s’han analitzat mitjangant una analisi multivariant no lineal utilitzant els models
GAM, per tal de predir les modificacions en el dany oxidatiu en escor¢a frontal d’huma adult en
funcié de la variable edat. En aquest cas, les variables del sexe i del temps post-mortens no s’han tingut
en compte ja que no soén estadisticament significatives —tal i com és demostra en annex 2-. A

continuacio es desglossen els resultats obtinguts en funci6 de 'origen del dany oxidatiu.
9.3.2.1.1. Dany oxidatiu proteic

El dany oxidatiu produit directament a les proteines s’ha mesurat en base als marcadors semialdehid
glutamic (SAG) 1 semialdehid amino-adipic (SAAA), marcadors d’oxidaci6 directa dels aminoacids
prolina, el primer; i arginina 1 lisina, el segon. Els resultats obtinguts en tots dos marcadors mostren
que existeix una correlacié significativa entre els nivells de SAG 1 SAAA i 'edat, i és en la decada
dels 60 anys quan es produeix una canvi d’inflexi6 amb un augment significatiu de la taxa

d’acumulacié (Figura 61).
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Figura 61. Relaci6é dels marcadors semialdehid glutamic (SAG) i semialdehid amino-adipic (SAAA) de I’escor¢a
frontal humana amb P’edat. Els valors representats en les grafiques mostren que existeix una correlacié
significativa entre els nivells de SAG i ’edat, aixi com entre els nivells de SAAA i ’edat (rang d’edat 40-90 anys; n=
41), analitzat pel model additiu generalitzat (p< 0,00001, R*=0,556, desviacié explicada=57,7 % i p< 0,00001,
R*=0,549, desviacié explicada=57 %, respectivament).

9.3.2.1.2. Dany proteic derivat de glicoxidacio

El dany proteic derivat de glicoxidacié s’ha quantificat mitjancant el marcador N*-Carboxietil-lisina
(CEL). Els resultats d’aquest marcador de dany glicoxidatiu mostren una correlacié significativa
entre els nivells de CEL i 'edat, i és en la decada dels 60 anys quan es produeix una inflexié amb un

augment significatiu de la taxa d’acumulacié (Figura 62).
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Figura 62. Relacié del marcador N*-Carboxietil-lisina (CEL) de I’escor¢a frontal humana amb I’edat. Els valors
representats mostren que existeix una correlacio significativa entre els nivells de CEL i I'edat (rang d’edat 40-90
anys; n= 41), analitzat pel model additiu generalitzat (p< 0,00028, R*=0,305, desviaci6 explicada=33,4 %).

9.3.2.1.3. Dany proteic derivat de glico i lipoxidacio

El dany proteic mixte derivat de glicoxidacié i de lipoxidacié s’ha quantificat mesurant els
matcadors S-carboximetil-cisteina (CMC) i N*-carboximetil-lisina (CML). Les dades obtingudes del
marcador de la CMC no mostren canvis significatius en funcié de ’edat. Contrariament, les dades
obtingudes del marcador de la CML si que mostren una correlaci significativa amb 'edat i és en la
decada dels 60 anys quan es produeix una inflexié amb un augment significatiu en la taxa

d’acumulaci6 (Figura 63).
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Figura 63. Relacio dels marcadors S-carboximetil-cisteina (CMC) i N°-carboximetil-lisina (CML) de I'escorca
frontal humana amb Pedat. Els valors representats en les grafiques mostren que no existeix una correlacié entre
els nivells de CMC i ’edat, pero si que existeix una correlacié significativa entre els nivells de CML i I’edat (rang
d’edat 40-90 anys; n= 41), analitzat pel model additiu generalitzat (p> 0,05, R>=0,053, desviacié explicada=7,51 % i
p< 0,012, R®=0,156, desviacié explicada =18,7 %, respectivament).

9.3.2.1.4. Dany proteic derivat d’estrés mitocondrial

La Figura 64 mostra els resultats del dany proteic que deriva de la reaccié del fumarat amb la
cisteina que s’ha quantificat mesurant el marcador S-(2-succinil)-L-cisteina (2-SC), el qual és el
producte resultant dels dos compostos mencionats. Els resultats obtinguts no mostren una

correlacié entre els nivells de 2-SC i ’edat.
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Figura 64. Relacié del marcador S-(2-succinil)-L-cisteina (2-SC) de P’escor¢a frontal humana amb I’edat. Els valors
representats en les grafiques mostren que no existeix una correlacié entre els nivells de 2-SC i I’edat (rang d’edat
40-90 anys; n= 41), analitzat pel model additiu generalitzat (p> 0,05, R*=0,039, desviaci6 explicada=5,88 %).

9.3.2.1.5. Estimaci6 estadistica del break point

En termes de dany oxidatiu també s’ha intentat, mitjancant una estimacié estadistica —explicada en
lapartat de metodes estadistics (veure apartat 8.9.3)-, establir el coneixement de I'edat en la que
s’observa un break point, 1 per tant, una inflexié amb un augment significatiu en la taxa d’acumulacié
en els marcadors de dany oxidatiu estudiats. Les dades obtingudes d’aquestes analisis estadistiques
(mostrades a I'annex 2) suggereixen que el punt d’inflexié es troba al voltant de 60 anys. (SAG:
62,64 £ 6,79 anys d’edat, R2(adj)=0,5459; SAAA: 63,77 * 5,64 anys d’edat, R2(adj)=0,538; CEL:
63,60 = 20,44 anys d’edat, R?(adj)=0,2868).

9.3.2.2. Immunodetecci6 per Western Blot

En base als resultats obtinguts en les analisis anteriors i la possible influéncia moduladora de la
mitocondria sobre I'envelliment, s’han analitzat proteines implicades en la cadena de transport
d’electrons 1 biogenesis mitocondrial, aix{ com la deteccié de factors de resisténcia a estres oxidatiu i

supervivencia cel-lular relacionats. A continuaci6 es desglossen els resultats obtinguts.

9.3.2.2.1. Complexes mitocondrials i AIF

Els resultats obtinguts en l'analisi dels diferents complexes que integren la cadena de transport
electronic mostren una disminucié significativa en la concentracié de tots els complexes (del CI al
CIV) amb P’edat, i és en la decada dels 60 on aquesta trajectoria a la disminuci6 es fa evident (Figura
65). En referencia al contingut mitocondrial de la flavoproteina AIF, implicada en la biogénesis
mitocondrial, observem que va amb la mateixa tendencia que el complex I, i s’observa una
disminuci6 significativa al pas dels anys. D’altra banda, els resultats obtinguts en els nivells ’ATP

sintasa no mostren cap canvi significatiu amb ’edat.
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Figura 65. Expressio dels diferents complexes de la cadena de transport electronic i la fosforilacié oxidativa (I,
11, 111, IV, ATPasa), i AIF presents en Pescor¢a frontal humana en 5 décades diferents. Els valors representats en
el grafic ens indiquen el % de canvi en I'expressié de les diferents proteines analitzades en les decades dels 50,
60, 70, 80 respecte 'expressié en la decada dels 40 anys d’edat, normalitzant els valors amb I’expressié de la
respectiva porina. Les dades expressades sén la mitjana = SEM de 5 individus de cada década. Veure les imatges
dels Westerns amb les mostres individuals a "annex 3. ? respecte la década dels 40, b respecte la década dels 50,
“respecte la década dels 60 i ¢ respecte la década dels 70. * p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001. Sota de la grafica
es mostra les imatges de Western blot realitzades a partir del pool de les mostres corresponents a cada decada.

9.3.3.2.2. Factor de resisténcia a ’estrés oxidatiu i supervivéncia cel-lular

El factor de transcripcié REST s’ha mesurat com a regulador de la resposta neuroprotectora a
estres, la serina/treonina quinasa (Akt) com a part de la via de transduccions de senyals d’Akt que
promou la supervivencia 1 el creixement en resposta a senyals extracel-lulars, i mMTOR com a mestre
regulador que detecta ’estat de nutrient i energia cel'lular. En la Figura 66 es mostren els resultats
obtinguts de lexpressié d’aquestes proteines. Els resultats mostren una expressi6 de REST
sostinguda al llarg de la vida adulta. L’expressié de la proteina Akt i mTOR disminueixen tots dos

significativament amb I’edat, especialment en edats avancades.
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Figura 66. Expressio del factor de resisténcia a I’estrés oxidatiu i supervivencia cel-lular de 'escorca frontal
humana en 5 décades diferents. Les proteines detectades sén REST, Akt i mTOR P/T. Els valors representats en
els grafics ens indica el % de canvi en I’expressié de les proteines en les déecades dels 50, 60, 70 i 80, respecte
I’expressié en la decada dels 40 anys d’edat, normalitzant els valors de REST amb I’expressié d’actina. En el cas
de les proteines Akt i mTOR la grafica indica el % de canvi en I’expressid, calculant la relacié de la densitometria
d’Akt fosforilat/densitometria d’Akt total i la densitometria de mTOR fosforilat/densitometria de mTOR total. Les
dades expressades sén la mitjana + SEM de 5 individus de cada década. Veure les imatges dels Westerns amb les
mostres individuals a "annex 3. ° respecte la década dels 40, b respecte la década dels 50, © respecte la década
dels 60 i ¢ respecte la década dels 70. * p< 0,05, ** p< 0,01 *** p< 0,001.Sota de les grafiques es mostra les
imatges de Western blot realitzades a partir del pool de les mostres corresponents a cada decada.

Ates que s’ha descrit que REST presenta una expressié induida per I'estat oxidatiu, s’ha procedit a
veure si existeix una relacié entre els marcadors d’oxidacié proteica —SAG i SAAA- i la seva

expressio. A la figura inferior (Figura 67) es pot observar una correlacié entre el contingut del factor

REST i els marcadors d'oxidacié proteica -SAG 1 SAAA-.
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Figura 67. Relaci6 entre I’estat basal dels marcadors especifics de dany oxidatiu a proteines —-SAG i SAAA- i
I’expressio del factor de resisténcia a Pestrés oxidatiu —REST-. L’ajust curvilini que es mostra en les figures
s’han obtingut dels valors mitjans per cada edat de les dues variables.

9.3.2.3. Expressio del RNA missatger

Per tal de determinar si els canvis en les proteines estudiades eren conseqiiéncia d’una alteracié en la
traduccié de la proteina, es va fer una analisis per PCR a temps real de gens relacionats amb la
cadena de transport d’electrons mitocondrial i amb els gens de resposta a estres i de supervivencia

cellular.

9.3.2.3.1. Complexes mitocondrials

Els resultats obtinguts en I'analisis de I'expressio relativa del gen Complex I mostren uns nivells
sostinguts al pas de I'edat. D’altra banda, els resultats de 'expressio relativa del gen ATP5B mostra
una disminuci6 significativament amb ’edat, particularment en la década d’edat més avancada

(Figura 68).
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Figura 68. Expressi6 relativa del mRNA dels gens NDUFA9 i ATP5B de I’escorca frontal humana en 5 décades
diferents. Els valors representats en els grafics ens indiquen I’expressié relativa del mRNA dels gens en les
décades dels 50, 60, 70 i 80, respecte "expressié en la década dels 40 anys d’edat, normalitzant els valors amb el
gen de referéncia ACTB. Les dades expressades sén la mitjana + SEM de 4 individus de cada década. ? respecte la
década dels 40, ° respecte la década dels 50, “ respecte la década dels 60 i d respecte la decada dels 70. * p< 0,05,
** p< 0,011 *** p< 0,001.

9.3.2.3.2. Factor de resisténcia a ’estrés oxidatiu i supervivéncia cel-lular

Els nivells del RNA missatger del factor de transcripcié REST, aixi com els nivells d’expressio
relativa de la proteina Akt mostren que al llarg de la vida els seus nivells es mantenen sostinguts.
Draltra banda, pero, 'expressio relativa de mTOR disminueix significativament amb ’edat i en la

decada dels 80 anys s’observa un augment significatiu respecte la década dels 70 anys (Figura 69).

Figura 69. Expressio relativa del mRNA dels gens REST, AKT i mTOR de P’escorca frontal humana en 5 décades
diferents. Els valors representats en els grafics ens indiquen I'expressié relativa del mRNA dels gens en les
décades dels 50, 60, 70 i 80, respecte I’expressié en la decada dels 40 anys d’edat, normalitzant els valors amb el
gen de referéncia ACTB. Les dades expressades sén la mitjana + SEM de 4 individus de cada década. ? respecte la
década dels 40, ° respecte la deécada dels 50, “ respecte la década dels 60 i d respecte la decada dels 70. * p< 0,05,
** p< 0,011 ¥** p< 0,001.

9.3.2.4. Immunohistoquimica

Un cop fet analisi mitjancant la tecnica del Western blot i els nivells de mRNA de proteines s’ha
volgut comprovar la presencia i abundancia, en les diferents regions del SNC huma adult, de certes
proteines implicades en la produccié de radicals lliures, resisténcia i superviveéncia a estres, per tal
de valorar amb una altra técnica experimental si s’observen variacions durant les diferents decades

estudiades. A continuaci6 es desglossen els resultats obtinguts.
9.3.2.4.1. Localitzacié agents inflamatoris i de resisténcia a estrés

La Figura 70 recull les imatges d’immunohistoquimica del Complex I, REST, Akt i mTOR en
mostres d’escorca frontal humana. Les imatges obtingudes del Complex I ens mostren com el
marcatge (marrd) disminueix amb Pedat. REST, mostra un marcatge nuclear que no és veu afectat
pel pas dels anys. I finalment, Akt i mTOR sén localitzats a nivell citoplasmatic i mostren una

disminuci6 de la seva reactivitat amb I'envelliment, especialment a partir de la década dels 60 anys.
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Figura 70. Expressié de proteines implicades en la produccié de radicals lliures, inflamacié, resisténcia i supervivéncia a I’estrés en teixit d’escor¢a frontal humana en 5 décades
diferents. La immunohistoquimica de les proteines subunitat NDUFS3 del Complex | de la cadena de transport d’electrons mitocondrial, REST, AKT i mTOR (la positivitat s’aprecia en
color marrd) es va realitzar en talls histologics parafinats que va ser contratenyits lleugerament amb hematoxilina per distingir els nuclis (blau). Bar = 25 um
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9.4. Estudi de Pefecte de la restriccid en metionina en ’envelliment del

sistema nervids central en un model experimental

Per tal d’abordar els objectius plantejats en aquest estudi s’ha valorat efecte de envelliment i de la
dieta RMet a nivell fisiologic en un model experimental de rata. Aixi, s’ha analitzat la composicié en
acids grassos 1 s’han detectat i quantificat diferents marcadors de dany oxidatiu en 13 regions del

SNC de rata, i també del fetge que s’ha utilitzat com a organ control (Annex 5).

9.4.1. Animals

9.4.1.1. Pes i parametres bioquimics en plasma

La Taula 25 recull els valors obtinguts en la mesura del pes i dels parametres bioquimics mesurats
en plasma de rates adultes, velles i velles RMet. D’una banda, s’observa que el pes corporal del grup
de rates velles RMet és significativament inferior respecte les rates adultes i les rates velles control.
Draltra banda, en referencia als parametres bioquimics els resultats ens mostren que les rates velles
RMet tenen uns nivells de triglicerids en plasma significativament inferiors als de les rates adultes.
Els nivells de colesterol en plasma mostren que les rates velles control augmenten significativament
respecte les rates adultes. No obstant aixo, no s’observen canvis significatius en els nivells de
glucosa entre els diferents grups estudiats. Tanmateix, 'analisi del nivell proteic de les rates, mostra
que tant els nivells de proteina total com els d’albimina es troben significativament disminuits en
les rates velles RMet respecte les rates adultes i les velles control. I en el cas dels nivells de proteina

total les rates velles també mostren valors significativament inferiors a les rates adultes.

Aixi mateix, a nivell hormonal s’ha mesurat la leptina i 'adiponectina i els resultats mostren que les
rates velles RMet tenen uns valors de leptina significativament inferiors a les rates adultes i les rates
velles. Tanmateix, les rates velles RMet tenen uns nivells de I’hormona adiponectina
significativament superiors al de les rates adultes.

Taula 25. Pes corporal, analisi bioquimic dels nivells de proteina total, albimina, triglicérids, colesterol, glucosa
i les hormones leptina i adiponectina en plasma de rates adultes control, velles control i velles RMet.

Parametres Adultes Velles Velles RMet
Pes corporal (grams) 554,05 *17,36 568,57 + 38,92 475,04 * 21,30
Parametres de plasma
Triglicerids (mg/dL) 157,84 * 18,20 123,36 + 21,97 76,22 7,837
Colesterol (mg/dL) 132,40 * 8,85 182,78 + 15,07 153,72 * 10,42
Glucosa (mg/dL) 134,02 * 15,63 108,29 + 6,34 110,13 216,14
Proteina (g/dL) 5,00 * 0,05 4,54 + 020" 4,09 %0197
Albiimina (g/dL) 3,15 * 0,07 2,92 + 0,08 2,54 % 0,117 30"
Hormones
Leptina (ng/mL) 21,57 + 1,08 21,63 £ 1,95 11,44 + 2,797 2™
Adiponectina (ng/mL) 69,49 * 2,71 69,36 * 4,72 82,26 £ 6,29 =

Els valors representats en la taula ens indiquen el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup
d’adultes, expressats com a mitjana = SEM de 8 animals per grup. ® respecte grup control adultes i ® respecte
grup controls velles. * p< 0,05, ** p< 0,01i*** p< 0,001.
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9.4.2. Analisi composicionals dels acids grassos

Lanalisi de la composicié en acids grassos en les diferents regions del SNC de rata, per tal de
determinar si existeixen canvis durant 'envelliment i I'efecte de la RMet aplicada en I'envelliment en
les diferents regions del cervell de rata, mostra diferéncies entre grups i interregionals. A
continuaci6 es desglossen els resultats obtinguts en la composicié percentual dels acids grassos de

les membranes lipidiques i els index que en deriven.

9.4.2.1. Perfil composicional en acids grassos de les membranes lipidiques

En ’Annex 4 es mostren les dades obtingudes de la composicié percentuals dels diferents acids
grassos en les diferents regions estudiades del SNC de rata adulta, vella i vella amb RMet. Els
resultats mostren majoritariament diferéncies significatives entre grups en les diferents regions. No

obstant, les diferencies varien en funcié de cada regio.

9.4.1.2. Index derivats de la composici6 en acids grassos

A partir de l'analisi composicional en acids grassos s’han calculat una serie d’indexs que ens
indiquen els canvis composicionals de forma global. En la Figura 71 es mostren els valors de la
LMC dels acids grassos analitzats en cada regié. Els resultats mostren diferéncies significatives entre
grups 1 entre regions. L’analisi estratificat de cada regié —descrit en 'apartat 8.9.4- mostra una
disminucié6 significativa del grup velles respecte el grup d’adultes en les regions de medul-la toracica,
talem 1 estriat. A més, també s’observa una disminuci6 significativa del grup velles RMet respecte el
grup d’adultes en les regions del talem i Pestriat. Contrariament, s’observa un augment significatiu
del grup de velles RMet respecte el grup d’adultes en la medul-la cervical i del grup de velles 1 velles
RMet respecte el grup adultes en I'escor¢a occipital. En aquesta tltima regié els nivells també sé6n

significativament augmentats en el grup de velles RMet respecte el grup de velles.

Figura 71. Longitud mitjana de la cadena (LMC) dels acids grassos en 13 regions del SNC de rata. Els valors
representats en la grafica ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes,
expressats com a mitjana + SEM de 8 animals per grup en cada regid. ? respecte grup control adultes i P respecte
grup controls velles. * p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.
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En la Figura 72 1 en la Figura 73 es mostren els valors dels index d’AGS 1 I’AGI, respectivament.
En tots dos indexs s’observen diferéncies significatives entre grups i entre regions. L’analisi
estratificat de cada regi6 per 'index AGS mostra un augment significatiu del grup velles respecte el
grup d’adultes en les regions de medul‘la toracica, talem i estriat. A més, s’observa un augment
significatiu del grup velles RMet respecte el grup d’adultes en les regions de talem i estriat. En la
regié occipital s’observa una disminucié significativa del grup velles i velles RMet respecte les
adultes, 1 les velles RMet respecte les velles. Contrariament a aquest resultats, en ’analisi estratificat
de cada regi6 per 'index AGI s’observa una disminucié significativa del grup de velles respecte el
grup d’adultes en les regions de medul‘la toracica, talem i estriat. A més, s’observa una disminucié
significativa del grup de velles RMet respecte el grup d’adultes en les regions de talem i estriat. En
sentit contrari, en la regié occipital s’observa un augment significatiu del grup de velles i velles

RMet respecte les adultes, i les velles RMet respecte les velles.

Figura 72. Contingut en acids grassos saturats (AGS) en 13 regions del SNC de rata. Els valors representats en la
grafica ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes, expressats com a
mitjana = SEM de 8 animals per grup en cada regié. ® respecte grup control adultes i ® respecte grup controls
velles. * p< 0,05, ** p< 0,01i *** p< 0,001.

Figura 73. Contingut en acids grassos insaturats (AGI) en 13 regions del SNC de rata. Els valors representats en
la grafica ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes, expressats com a
mitjana = SEM de 8 animals per grup en cada regio. ® respecte grup control adultes i ® respecte grup controls
velles. * p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.
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Dins dels AGI diferenciem entre els que contenen un doble enllag (AGMI) (Figura 74) o els que en
tenen més d’un (AGPI) (Figura 75).

Figura 74. Contingut en acids grassos monoinsaturats (AGMI) en 13 regions del SNC de rata. Els valors
representats en la grafica ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes,
expressats com a mitjana + SEM de 8 animals per grup en cada regid. ® respecte grup control adultes i ® respecte
grup controls velles. * p< 0,05, ** p< 0,01i*** p< 0,001.

Figura 75. Contingut en acids grassos poliinsaturats (AGPI) en 13 regions del SNC de rata. Els valors
representats en la grafica ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes,
expressats com a mitjana + SEM de 8 animals per grup en cada regid. ® respecte grup control adultes i P respecte
grup controls velles. * p< 0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.

S’observa diferencies significatives entre grups i entre regions en tots dos index. L’analisi estratificat
de cada regié per 'index AGMI mostra una disminucié significativa del grup velles respecte el grup
d’adultes en el talem, i del grup de velles RMet respecte el grup d’adultes en la medul-la lumbar. En
la regi6 de I’hipotalem s’observa un augment significatiu en el grup velles RMet respecte les adultes i
les velles. D’altra banda, en l'analisi estratificat de cada regié per I'index AGPI s’observa una
disminuci6 significativa del grup velles respecte el grup d’adultes en les regions del cerebel 1 estriat, i
un augment significatiu en la regié del hipotalem. De la mateixa manera, s’observa una disminucié
significativa del grup velles RMet respecte el grup d’adultes en les regions del cerebel, hipotalem 1
Pestriat. En la regié occipital s’observa un augment significatiu del grup de velles i velles RMet

respecte les adultes, i les velles RMet respecte les velles.
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Dins dels AGPI diferenciem dos tipus de poliinsaturaci6, els de la série n-3 (Figura 76) i els de la
serie n-6 (Figura 77). En tots dos index s’observen diferéncies significatives entre grups i entre
regions. [’analisi estratificat de cada regi6 per 'index AGPI n-3 mostra un augment significatiu del
grup velles RMet respecte el grup d’adultes en la regié de medul-la cervical. En sentit contrari,
s’observa una disminucié significativa del grup velles RMet respecte el grup d’adultes en les regions
del cerebel 1 estriat, i les velles RMet respecte les velles en lhipotalem. En la regié occipital
s’observa un augment significatiu del grup velles i velles RMet respecte les adultes, i les velles RMet
respecte les velles. En el cas dels resultats obtinguts en I'analisi estratificat de cada regi6 per 'index
AGPI n-6 s’observa un augment significatiu del grup velles RMet respecte el grup d’adultes en la
regi6é de la medul-la lumbar. Contrariament, s’observa una disminucio significativa del grup velles i
velles RMet respecte el grup d’adultes en el cerebel. Aixi mateix, en 'hipotalem s’observa una
disminuci6 significativa en el grup velles RMet respecte les adultes i les velles, i en la regié de
Pestriat s’observa una disminucié significativa en el grup velles RMet respecte les adultes.
Finalment, en I'escor¢a occipital s’observa un augment significatiu en el grup velles i velles RMet

respecte les adultes.

Figura 76. Contingut en acids grassos poliinsaturats de la série n-3 (AGPI n-3) en 13 regions del SNC de rata. Els
valors representats en la grafica ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup
d’adultes, expressats com a mitjana + SEM de 8 animals per grup en cada regid. ® respecte grup control adultes i
P respecte grup controls velles. * p< 0,05, ** p< 0,01i *** p< 0,001.

Figura 77. Contingut en acids grassos poliinsaturats de la série n-6 (AGPI n-6) en 13 regions del SNC de rata. Els
valors representats en la grafica ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup
d’adultes, expressats com a mitjana + SEM de 8 animals per grup en cada regid. ® respecte grup control adultes i
® respecte grup controls velles. * p< 0,05, ** p< 0,01i *** p< 0,001.
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9.4.1.3. Grau d’insaturaci6 dels lipids de membrana

Els dos parametres calculats que ens indiquen el grau d’insaturacié de la membrana i la
susceptibilitat d’aquesta a ser oxidada sén 'IDE i I'IP. En la Figura 78 i la Figura 79 s’observen
diferéncies significatives de 'IDE 1 I'IP entre grups i les regions del SNC de rata estudiades.
L’analisi estratificat de cada regié per 'IDE mostra una disminucié significativa del grup velles
respecte el grup d’adultes en les regions del cerebel i Pestriat. En el mateix sentit s’observa una
disminuci6 significativa del grup velles RMet respecte el grup d’adultes en les regions del cerebel,
hipotalem i estriat. En les regions de lhipotalem i estriat també s’observa una disminucié
significativa entre el grup velles RMet i les velles. Contrariament, en la regié de I'occipital s’observa
un augment significatiu del grup velles i velles RMet respecte les adultes, i les velles RMet respecte
les velles. En el cas dels resultats obtinguts en P'analisi estratificat de cada regié per I'IP s’observa
una disminucié significativa del grup velles RMet respecte el grup d’adultes en les regions del
cerebel, hipotalem i estriat. També s’observa una disminucié significativa del grup velles RMet
respecte el grup de velles en hipotalem i Uestriat. Contrariament, en I’escorga occipital s’observa un
augment significatiu en el grup velles i velles RMet respecte les adultes i les velles RMet respecte les

velles.

Figura 79. index de dobles enllacos (IDE) en 13 regions del SNC de rata. Els valors representats en la grafica ens
indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes, expressats com a mitjana + SEM
de 8 animals per grup en cada regié. ® respecte grup control adultes i ® respecte grup controls velles. * p< 0,05,
** p< 0,011 *** p< 0,001.

Figura 78. index de peroxidabilitat lipidica (IP) en 13 regions del SNC de rata. Els valors representats en la
grafica ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes, expressats com a
mitjana = SEM de 8 animals per grup en cada regid. ® respecte grup control adultes i ® respecte grup controls
velles. * p< 0,05, ** p< 0,01 *** p< 0,001.
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9.4.1.4. Estimacio de les activitats elongases i desaturases

A partir de 'analisi composicional en acids grassos també s’han estimat les activitats desaturases,
elongases i de la B-oxidacié peroxisomal, la via n-6 i n-3 en les diferents regions estudiades del SNC
de rata adulta, vella i vella amb RMet. En 'annex 4 es representen les dades obtingudes, les quals
mostren majoritariament diferencies significatives entre grups en les diferents regions. No obstant,

les diferencies varien en funci6 de cada regio.

9.4.2. Dany oxidatiu

Lanalisi del dany oxidatiu en les diferents regions del SNC de rata, per tal de determinar si la RMet
es capag de revertir el dany oxidatiu durant 'envelliment en les diferents regions del cervell huma,
mostra diferencies entre grups i interregional. A continuaci6 es desglossen els resultats obtinguts en

funcié de l'origen del dany oxidatiu.

9.4.2.1. Dany oxidatiu proteic

El dany oxidatiu produit directament a les proteines s’ha mesurat en base al marcador semialdehid
glutamic (SAG), marcador d’oxidaci6 directa de 'aminoacid prolina. Els resultats d’aquest marcador
de dany oxidatiu mostren diferéncies significatives entre grups i entre regions. Mitjangant una analisi
estratificat de cada regié s’observa disminucions significatives del grup de velles 1 velles RMet
respecte el grup d’adultes en les regions protuberancia, cerebel, hipotalem, hipocamp i I'escorca
temporal. D’altra banda també hi ha una disminucié significativa en el grup de velles RMet respecte

les velles en les regions de la medul-la lumbar 1 Pestriat (Figura 80).

Figura 80. Nivells de Semialdehid Glutamic en 13 regions del SNC de rata. Els valors representats en la grafica
ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes, expressats com a mitjana
SEM de 8 animals per grup en cada regid. ® respecte grup control adultes i ® respecte grup controls velles. * p<
0,05, ** p<0,01i *** p< 0,001.
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9.4.2.2. Dany proteic derivat de glicoxidacio

El dany proteic derivat de P'oxidacié dels glicids s’ha quantificat mitjancant el marcador N*-
Carboxietil-lisina (CEL). Els resultats d’aquest marcador de dany glicoxidatiu mostren diferencies
significatives entre grups i entre regions. No obstant, I'analisi estratificat de cada regié només
mostra una disminucié significativa del grup velles RMet respecte les velles control en la regi6 de

Ihipocamp (Figura 81).

Figura 81. Nivells de N*-Carboxietil-lisina en 13 regions del SNC de rata. Els valors representats en la grafica ens
indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes, expressats com a mitjana + SEM
de 8 animals per grup en cada regid. ® respecte grup control adultes i ® respecte grup controls velles. * p< 0,05,
*% p< 0,011 *** p< 0,001.

9.4.2.3. Dany proteic derivat de lipoxidacio

El dany proteic derivat de l'oxidacié dels lipids s’ha quantificat mesurant el marcador N*
malondialdehid-lisina (MDAL). Els resultats d’aquest marcador de dany lipoxidatiu mostren
diferencies significatives entre grups i entre regions. No obstant, I’analisi estratificat de cada regié
només mostra una disminucié significativa del grup velles respecte les adultes en la regié de

I’escorca temporal (Figura 82).

Figura 82. Nivells de N*-Malondialdehid-lisina en 13 regions del SNC de rata. Els valors representats en la grafica
ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes, expressats com a mitjana =
SEM de 8 animals per grup en cada regié.  respecte grup control adultes i ® respecte grup controls velles. * p<
0,05, ** p< 0,01i *** p< 0,001.
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9.4.2.4. Dany proteic derivat de glico i lipoxidaci6

El dany a proteines derivat de la glicoxidacio i la lipoxidacié s’ha quantificat mesurant el marcador
N*-Carboximetil-lisina (CML) (Figura 83). Els resultats d’aquest marcador de dany mixte mostren
diferencies significatives entre grups i entre regions. Mitjancant una analisi estratificat de cada regié
s’observa augments significatius del grup de velles respecte el grup d’adultes en les regions de
medul'la lumbar, medul-la toracica, bulb i talem. Aixi mateix, també s’observa augments
significatius del grup de velles RMet respecte el grup d’adultes en les regions de medul‘la lumbar,

protuberancia i talem.

Figura 83. Nivells de N*-Carboximetil-lisina en 13 regions del SNC de rata. Els valors representats en la grafica
ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes, expressats com a mitjana
SEM de 8 animals per grup en cada regié. ° respecte grup control adultes i ® respecte grup controls velles. * p<
0,05, ** p< 0,01i ¥** p< 0,001.

9.4.2.5. Dany proteic com a marcador d’estrés mitocondrial

El dany proteic que deriva de la reaccié del fumarat amb la cisteina s’ha quantificat mesurant el
marcador S-(2-succinil)-L-cisteina (2-SC) (Figura 84). Els resultats d’aquest marcador de dany
mostren diferéncies significatives entre grups i entre regions. Mitjangant una analisi estratificat de
cada regi6 s’observa un augment significatiu del grup de velles respecte el grup d’adultes en la regié
de la medul‘la toracica. Aixi mateix, també s’observa augments significatius del grup de velles RMet
respecte el grup d’adultes en les regions de la medul-la toracica i el talem. En les regions de la
medul-la lumbar i escorca frontal s’observa un augment en el grup de velles RMet respecte les
velles. I finalment, en la regi6 del cerebel s’observa una disminuci6 significativa del grup de velles i

velles RMet respecte les adultes.
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Figura 84. Nivells de S-(2-succinil)-L-cisteina en 13 regions del SNC de rata. Els valors representats en la grafica
ens indica el canvi del grup velles i del grup velles RMet respecte el grup d’adultes, expressats com a mitjana =
SEM de 8 animals per grup en cada regié. 2 respecte grup control adultes i ® respecte grup controls velles. * p<
0,05, ** p< 0,011 *** p< 0,001.
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10. DISCUSSIO

10.1. Lipids i vulnerabilitat neuronal selectiva del sistema nerviés central

huma

El procés d’envelliment afecta a tots els nivells d’organitzacié biologica (molecular, cel-lular,
organica i sistémica) i el SNC no n’és una excepcié. Aquest fet es constata pel declivi en el temps de
les funcions motores, sensorials, reguladores, compartimentals i cognitives. A més, es coneix que
Pedat és el principal factor de risc que determina el desenvolupament de desordres
neurodegeneratius com la malaltia d’Alzheimer, la malaltia de Parkinson o I'Esclerosis lateral
amiotrofica, entre altres, manifestant-se especialment durant les décades dels seixanta, setanta i
vuitanta anys (Mattson and Magnus, 2006). Es important remarcar, perd, que tot i que aquestes
malalties s’engloben dins de les neurodegeneratives, la zona del cervell que es veu afectada en cada
una d’elles varia. Exemple d’aixo és que en la malaltia d’Alzheimer s’afecta inicialment ’hipocamp,
en la malaltia de Parkinson la substancia negra i en I'Esclerosis lateral amiotrofica la medul-la
espinal. Per tant, existeix una variabilitat entre individus no només en la seva aparent velocitat
d’envelliment i de desenvolupar aquestes malalties siné que també en els sistemes neuronals més
afectats 1 en com els seus deficits relacionats amb I’edat es veuen compensats. En aquest escenari
emergeix el concepte de “vulnerabilitat neuronal selectiva” referint-se a la diferent sensibilitat de les
poblacions neuronals presents en el SNC enfront als factors que causen dany o mort cel'lular i que
condueixen a envelliment i la neurodegeneracié (Mattson and Magnus, 2006; Wang and Michaelis,
2010). Ara bé, tot 1 els recents avengos en el coneixement de la biologia i la fisiopatologia dels
desordres neurodegeneratius, pocs sén els estudis existents en els que es determinen els
mecanismes subjacents d’aquesta vulnerabilitat neuronal selectiva en condicions fisiologiques i en
les malalties relacionades amb I'edat (Jové et al., 2014; Mattson and Magnus, 2006; Naudi et al.,

2015).

La idea que Pestres oxidatiu d’origen mitocondrial esta causalment relacionat amb el procés basic
d’envelliment gaudeix actualment d’un ampli, tot i que no unic, consens dins de la comunitat
cientifica, basat en un gran ventall d’evideéncies cientifiques (Pamplona and Barja, 2011, 2007; Sanz
et al., 2006d). Els efectes de 'estres oxidatiu sén més visibles en teixits post-mitotics, com és el cas
del SNC, ja que les cél-lules que es troben lesionades irreversiblement es perden o no es poden
reemplagar mitjancant mitosis de cél-lules intactes. Es per aixd que les cél-lules del SNC s’afecten
per i en resposta a 'edat molt més que les cel'lules d’altres organs sistemics. Aixi, les cel'lules del
cervell experimenten, durant 'envelliment, un increment de 'estrés oxidatiu detectable en totes les
macromolecules -lipids, proteines 1 acids nucleics-, 1 una pertorbacié en ’homeostasi energética
(Ferrer, 2009a; Martinez et al., 2010). Aquests canvis durant P'envelliment fisiologic es troben

exacerbats en aquelles poblacions neuronals que sén més vulnerables en els desordres
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neurodegeneratius (Dalfé et al., 2005; Fourcade et al., 2008; Ilieva et al., 2011, 2007; Martinez et al.,
2008; Muntané et al., 2006; Pamplona et al., 2008, 2005a). Per tant, que un individu desenvolupi un
desordre neurodegeneratiu durant lenvelliment esta determinat tant per factors genétics com
ambientals, els quals frenen o faciliten els mecanismes cel-lulars 1 moleculars de Ienvelliment

(Mattson and Magnus, 2000).

En aquest context, i des d’una aproximacié de fisiologia comparada interregional emergeix una
propietat caracterfstica que fa que aquest teixit sigui especialment sensible a la modificacié
oxidativa: la insaturaci6 de membrana. Com ja s’ha dit anteriorment, la susceptibilitat de les
membranes biologiques a les alteracions oxidatives es relaciona amb dos fets inherents, les
propietats fisicoquimiques de la bicapa lipidica i la reactivitat quimica dels acids grassos que formen
la membrana (Hulbert et al., 2007; Pamplona, 2008). Per aquest motiu es va voler estudiar, de
manera pionera fins al moment, si existien diferéncies a nivell de composicié lipidica de membrana,
especificament en el grau d’insaturacid, entre les regions del SNC huma. Els resultats del present
estudi mostren que la composicié en acids grassos varia depenent de la regié del cervell que
analitzem (Taula 15 1 16). Globalment, els resultats obtinguts ens indiquen que tot i mantenir-se una
LMC al voltant de 18 atoms de carboni i una relacié de saturats:insaturats d’aproximadament 40:60,
existeixen diferéncies significatives entre els valors obtinguts de les diferents regions del SNC huma.
Aquestes diferéncies son evidenciades especialment quan comparem la medul‘la -regié més caudal-
i Pescorga frontal -regié més cranial-, fet que denota la variabilitat interregional del SNC huma
condicionada possiblement per les diferents necessitats i funcions atribuides a cada una de les
regions. De fet, tan Séderberg i col-laboradors (Séderberg et al., 1990) com Veloso 1 col-laboradors
(Veloso et al,, 2011) ja van evidenciar, en un nombre petit de regions estudiades, que el cervell
huma adult té una composici6 en fosfolipids caracteristica de cada regi6 i que els nivells d’aquests
fosfolipids totals es veuen disminuits amb l'edat (Séderberg et al., 1990). Malgrat aquestes
evidencies, pero, els meétodes utilitzats en aquests estudis no van permetre mesurar la composicié en
acids grassos de les membranes, 1 qualsevol canvi a aquest nivell dnicament es troben evidenciats en
resultats preliminars del nostre grup en els que, en un nombre inferior de regions estudiades, ja

s’observava la mateixa tendéncia (Naudf et al., 2013a).

Les diferencies lipidiques interregionals observades en el present estudi es manifesten a nivell dels
diferents tipus d’AGI. Especificament, aquestes diferencies afecten principalment als AGMI i
AGPI —tan els de la série 3 com els de la seérie 6- que semblen estar inversament relacionats. En
altres paraules, com més elevada és la presencia I’AGMI en una regié determinada, menor és el
contingut en AGPI. El significat d’aquesta distribucié diferencial no esta elucidada, pero és evident
que pot determinar una susceptibilitat diferencial al dany oxidatiu ja que es coneix que les cadenes
dels AGS 1 AGMI s6n essencialment resistents a la peroxidacié mentre que els AGPI sén facilment

oxidables. A més, a major grau d’insaturacié dels AGPI, més susceptibles seran a la lesié oxidativa.
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De fet, Holman (Holman, 1954) va determinar empiricament les susceptibilitats relatives de les
diferents cadenes d’acids grassos i va descriure que el DHA (22:6 n-3), TAGPI més insaturat amb 6
dobles enllacos, és extremadament susceptible a 'atac peroxidatiu essent 8 vegades més propens a
la peroxidacié que 'acid linoleic (18:2 n-6), amb 2 dobles enllagos en la seva estructura. Es més, el
DHA és 310 vegades més susceptible a la peroxidacié que PAGMI acid oleic (18:1 n-9) (Hulbert et
al., 2007). En aquest sentit, les dades obtingudes en el present treball mostren importants
diferéncies en els percentatges del DHA entre regions ja que la quantitat d’aquest acid gras en
I’escorca frontal, temporal i occipital és quasi 8 vegades més elevada que la quantitat present en la
medul‘la espinal. Aquests resultats reforcen evidéncies prévies on es descriu que en lescor¢a
cerebral és on hi ha una proporcié més elevada d’aquest acid gras (Fraser et al., 2010). Aquest fet,
doncs, suggereix que les regions del SNC que tenen una susceptibilitat més elevada al dany oxidatiu
és on es poden iniciar processos clau de lenvelliment fisiologic contribuint també en el

desenvolupament d’una malaltia neurodegenerativa.

Existeixen, pero, diferents maneres de calcular la susceptibilitat d’'una membrana a ser oxidada.
Entre elles trobem I'IP (una mesura de la susceptibilitat a la peroxidacié), que s’obté combinant la
susceptibilitat relativa dels diferents acids grassos amb la composicié en acids grassos dels lipids
d’'una membrana en particular. En aquest context, els resultats obtinguts en el present estudi
mostren de forma clara Pexisténcia de diferéncies interregionals molt importants en I'IP en el SNC
huma. Concretament, la maxima susceptibilitat de les membranes a la peroxidacié lipidica es dona a
Pescorga frontal, i disminueix progressivament fins arribar al seu valor minim en el bulb raquidi i la
medul-la espinal, fet que representa una reduccié del 40 %. Aquestes diferencies es poden assignar
als canvis significatius observats en el contingut ’AGMI i AGPI entre aquestes regions que, al seu

torn, poden atribuir-se majoritariament a canvis en la composicié de 4 acids grassos especifics: 18:1

n-9, 20:1 n-9, 20:4 n-6 (AA) i 22:6 n-3 (DHA).

Aixi doncs, les diferencies interregionals observades en I'IP es deuen a canvis en el tipus d’AGI que
participen en la composicié de membrana. Aquest estudi demostra que existeix una redistribuci6
sistematica entre els tipus d’AGPI presents altament insaturats a altres amb un menor grau
d’insaturacié i aquesta relacié és regié-especifica. Sorprenentment, els canvis observats mostren un
gradient que segueix, considerant l'organitzaci6 estructural del SNC en vertebrats, un eix caudo-
cranial, fet que no té un significat conegut. Aixi doncs, els resultats obtinguts suggereixen que la
insaturacié de membrana pot ser una caracteristica clau capa¢ de definir la vulnerabilitat neuronal

selectiva.

Entre els mecanismes responsables de generar i mantenir diferéncies en el perfil d’acids grassos cal
destacar Pactivitat dels enzims desaturasa (delta-5 i delta-0) i elongasa (Elovl 2) que juguen un paper
clau en la via de biosintesis dels AGPI, tant els de la série 3 com els de la série 6. La deteccid i les

estimacions d’aquestes activitats desaturasa i elongasa obtingudes en el present treball permeten
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atribuir els canvis de composici6 en acids grassos a les diferéncies interregionals en les activitats de
les mateixes. Aixi, els mecanismes subjacents a la regulacié de la insaturacié de les membranes
podrien explicar les diferéncies en composicié d’acids grassos de membrana i, al seu torn, I'IP,
suggerint un mecanisme de regulacié regié-especifica. Aquest mecanisme també sembla expressar-
se de forma diferencial en un eix caudo-cranial, probablement associat al procés de

desenvolupament i inclis a 'evolucié del SNC huma.

Es coneix que el DHA, tot i la seva alta susceptibilitat a ser oxidat, t¢ una important funcié
protectora com a precursor d’importants mediadors lipidics, resolvines i neuroprotectines, de
caracter antiinflamatori i neuroprotector (Naudi et al., 2015; Piomelli et al., 2007), i com a activador
de les defenses antioxidants neuronals mitjancant GPx4 (Casafias-Sanchez et al., 2015). Les
diferencies especifiques descrites en aquest treball respecte el contingut de DHA, es poden deure a
les variacions en les activitats desaturases, elongases i dels enzims implicats en la B-oxidacié
peroxisomal també observades en el present estudi. Aquestes activitats enzimatiques diferencials
semblen ser clau per donar suport a les diferéncies interregionals en els perfils d'acids grassos i
suggereixen la possibilitat que les neurones poden mantenir activament el seu propi perfil de

composicio.

Tanmateix, pensem que tot i que les provisions de DHA es consideren actualment que procedeixen
majoritariament del fetge, de les cel-lules endotelials i dels astrocits (Bazan et al., 2011; Kim, 2007,
Spector), les neurones disposen de la maquinaria necessaria per a la biosintesis dels AGPI ates que
els requeriments de DHA per part de la neurona no estiguin condicionats a fluctuacions en el seu
aport extern i aixi poder autoregular el seu contingut en base a les seves necessitats funcionals. En
aquest sentit, els resultats que es mostren a les Figures 36, 37 1 38 recolzen aquesta hipotesis, ja que
les imatges realitzades en diferents regions del SNC huma adult demostren la presencia d’enzims
implicats en la biosintesis dels AGPI a nivell neuronal, aixi com factors de resposta a I'oxidacié
lipidica, suggerint P'existéncia d’eficagos mecanismes d’adaptacié i proteccié a nivell neuronal.
Aquestes evidencies sén reforcades per altres estudis previs realitzats en cultius cel'lulars amb
neurones hipocampals de rata, els quals han demostrat la capacitat neuronal de la biosintesis dels
AGPI, com és el DHA (Kaduce et al., 2008). No obstant aixo, la comunitat cientifica encata és fa
resso de Iestudi concloent de Moore i col'laboradors (Moore et al., 1991) en el que es descriu que
solament els astrocits 1 no la neurona tenen la capacitat de sintetitzar DHA, atribuint exclusivament
la seva sintesis a la preséncia de la desaturasa A4, responsable de la sintesis directa del 22:6n-3 a
pattir del 22:5n-3, i no a pattir del 24:6 n-3 mitjancant un cicle de la B-oxidacié peroxisomal
(Sprecher, 2000). Aixi doncs, sembla que més estudis son necessaris per tal de consolidar aquesta

important nova evidéncia.
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Posteriorment a 'estudi de la composicié dels acids grassos i la consequient susceptibilitat a estres
oxidatiu, ens hem centrat en l'estudi de les modificacions oxidatives en proteines. Els resultats
mostren, sorprenentment, que els nivells de lesi6 lipoxidativa en proteines a les diferents regions del
SNC huma adult estan inversament relacionats amb el grau d’insaturacié de membrana. Es a dir,
quan més elevada és la presencia ’AGPI per a una regié donada, menor és el contingut en dany
oxidatiu. Un exemple és I'escorca frontal, ja que és 'area amb un major IP i, en conseqiiencia, amb
un major risc de lesi6 lipoxidativa. Malgrat aixo, els nivells de lesi6 lipoxidativa de proteines sén els
més baixos indicant que altres mecanismes poden estar implicats en el manteniment de ’homeostasi

oxidativa a nivell del SNC huma.

Una possible explicacié d’aquests tresultats podria ser la preséncia d’eficagos mecanismes de
proteccio, com per exemple el factor Ntf2 —important regulador de P'estat redox i localitzat a nivell
neuronal en el present estudi-, adaptats i molt regulats a les caracteristiques especifiques de cada
regi6. De fet, alguns d’aquests mecanismes de proteccié també poden ser atribuits al contingut en
DHA i en AA, ja que com a precursors de mediadors lipidics antiinflamatoris i proinflamatoris,
respectivament, poden jugar un paper clau en els nivells de dany oxidatiu en situaci6 fisiologica
(Piomelli et al., 2007). En situacié patologica, pero, sén varis els estudis que descriven un
esgotament de DHA en l'escor¢a frontal en la malaltia d'Alzheimer (Igarashi et al., 2011; Martin et
al., 2010; Pamplona et al., 20052). Aquest fet podria ser explicat per la gran capacitat d’adaptaci6 del
SNC en el que en situacié patologica el sistema respon cap a la disminucié d’aquells AGPI més
susceptibles a l'oxidacié com a mecanisme de proteccié enfront lalteracié homeostatica. Aixi
mateix i des d’una altra perspectiva, podem atribuir els baixos nivells dels marcadors de dany
oxidatiu derivat de lipoxidacié en les regions més cranials al correcte funcionament dels
mecanismes eliminadors de les proteines danyades mitjangant la degradacié enzimatica per
proteases citosoliques, als lisosomes 1 al proteasoma. Tanmateix, un mal funcionament d’aquests
mecanismes, 1 per tant, una alteracié en I'autofagia dona lloc a disfuncié neuronal i la seva mort en
l'envelliment i en malalties relacionada amb 1'edat (Keller et al., 2002; Lam et al., 2000; Sullivan et
al., 2004). No obstant aixo, aquestes hipotesis necessiten d’estudis més especifics per tal de poder

elucidar els mecanismes involucrats.

En la Taula 20 podem observar els diferents marcadors de dany oxidatiu detectats en les dotze
regions analitzades del SNC huma adult. Els resultats obtinguts mostren que existeixen diferencies
entre regions en els parametres del dany oxidatiu, tant a nivell dels marcadors de lipoxidacid, mixtes
de glico i lipoxidaci6 i d’estres a nivell mitocondrial. Aquestes diferencies observades mostren un
gradient negatiu estadisticament significatiu que segueix, considerant I'organitzacié estructural del
SNC en vertebrats, un eix caudo-cranial. Malgrat que aquestes correlacions soén significatives, les
dades obtingudes de la regi6 del cerebel no segueix aquest eix caudo-cranial. Els seus nivells en els

diferents marcadors de dany oxidatiu, aix{ com la composicié en acids grassos, sén similars als de
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Pescorca frontal, regi6 llunyana del cerebel segons l'organitzacié estructural del SNC. Aquesta
semblanca en quan al dany oxidatiu i en el perfil en acids grassos entre aquestes dos regions no esta
elucidada pero pot estar relacionada amb la seva morfologia i amb les seves funcions ja que, tot 1
que en el passat només funcions sensorials i motores s'atribuien al cerebel, actualment hi ha
evidéncies de la seva implicacié en moltes altres funcions complexes, com la memoria de treball,
processament espacial, funcions executives, processament emocional, lidioma, la memoria,
l'aprenentatge associatiu i el dolor (Diano et al, 2015; Stoodley and Schmahmann, 2009).
Tanmateix, aquesta complexa funcionalitat del cerebel sembla estar protegida a nivell evolutiu de
manera similar a Pescorca frontal. De fet, el cerebel és de les regions amb menor incidéncia
d’afectacié en malalties neurodegeneratives, en el que sorprenentment és manté intacte en la
malaltia d’Alzheimer, la malaltia de Parkinson, la malaltia de Hungtinton o en I’Esclerosis lateral

amiotrofica (Mattson and Magnus, 2000).

Aixi doncs, el SNC huma adult presenta diferéncies interregionals a nivell del grau d’insaturacié de
membrana aix{ com dels mecanismes responsables de generar-los, fet que suggereix I'existencia de
mecanismes de regulacié regié-especifics que s’expressen de forma diferencial en un eix caudo-
cranial. A més, els resultats ens permeten postular que la neurona té els mecanismes necessaris i la
capacitat de mantenir activament el seu propi petfil de composicié lipidica per a la seva adaptacié a
les diferents necessitats en cada una de les regions. No obstant aixo, el grau d’insaturacié no sembla
ser la unica caracteristica clau capa¢ de definir la vulnerabilitat neuronal selectiva, siné que els
resultats suggereixen existéncia d’eficacos mecanismes de regulacié de la lesié lipoxidativa i una

alta capacitat d’adaptaci6 del teixit a les seves necessitats, reduint el nivell basal del dany oxidatiu.
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10.2. Metabolomica i vulnerabilitat del sistema nervids central huma

L'estudi dels canvis en el metabolisme cerebral especific d’humans és una branca recent de la
investigacié que es centra en els fenotips intermedis moleculars. Tot i que les vies metaboliques que
so6n importants per a la funcié cerebral -com el metabolisme energetic, la sintesi i degradacié de
neurotransmissors, 1 la biosintesi de proteines i lipids— estan altament conservades a través de
diversos taxons (Peregrin-Alvarez et al., 2009), algunes evidencies suggereixen que el metabolisme
cerebral pot haver experimentat canvis considerables en els primats i, sense ambigiitats, en el

llinatge evolutiu huma (Somel et al., 2013).

L'evolucié humana esta associada a la rapida expansié en la mida i complexitat del cetvell, que
conseglientment ha donat lloc a l'aparicié de les uniques i complexes habilitats cognitives. Aquests
canvis evolutius s'han associat i recolzat amb un augment de la demanda energetica (Aiello and
Wheeler, 1995; Caceres et al., 2003; Fu et al.,, 2011; Mink et al., 1981; Somel et al., 2013). Les
neurones del SNC huma realitzen un ampli ventall de funciones motores, sensorials, reguladores,
comportamentals 1 cognitives que sén dependents de la complexa organitzacié de grups de
poblacions neuronals formades, al seu torn, per una varietat de cel-lules neuronals. La diversitat
morfologica i funcional entre neurones suggereix que malgrat compartir totes elles un codi genetic
identic, cada tipus neuronal té el seu propi perfil d’expressié genica, és a dir, tenen el seu propi
patré transcriptomic i proteomic que, al seu torn, s’expressa i es tradueix en un perfil metabolomic

neuronal especific (Jové et al., 2014).

Per tant, les propietats fenotipiques de les diferents cel'lules neuronals sén en dltima instancia el
producte de combinacions distintives dels productes genics resultants expressats sobre el
metaboloma com a modalitat informativa per definir la diversitat cel-lular en el SNC. El fet que
regions especifiques del SNC tinguin vulnerabilitats neuronals diferencials d’exposicié a
l'envelliment i a diverses malalties neurodegeneratives i neuropsiquiatriques també redunden a
l'especificitat en l'etiologia de cada malaltia i de l'heterogenecitat en les respostes neuronals als
processos que danyen les cél'lules associades amb cadascuna de les malalties (Jové et al., 2014;
Mattson and Magnus, 2006; Naudi et al., 2015). Per tant, per tal d'entendre millor els mecanismes
que estan implicats en la resisténcia neuronal, la sensibilitat a l'estres i la mort és necessati definir
metabolicament la vulnerabilitat cel-lular de les diferents regions del cervell en condicions

fisiologiques.

Les evidencies dels estudis comparatius d’expressié genica i evolucié suggereixen que les neurones
neocorticals humanes es caracteritzen per tenir nivells inusualment alts del metabolisme energetic,
juntament amb un augment de la densitat de cel'lules de la glia en I'escor¢a frontal humana en
comparacié amb altres espécies de primats antropoides per suportar demandes metaboliques

superiors (Sherwood et al., 2006). En el present estudi s’ha estés aquesta idea a tres regions

181



DISCUSSIO

diferents del SNC huma adult sa per tal d’avaluar si existeixen diferéncies interregionals en la
densitat de les cél-lules de la glia relatives a les neurones, com a indicacié directa de 'augment de les
demandes metaboliques neuronals. En aquest sentit, els resultats del nostre estudi revelen que
Pescorca frontal humana presenta un augment de la densitat neuronal, juntament amb una
disminucié concomitant de les cel'lules de la glia en comparacié amb les regions de I'escorca
entorrinal i hipocamp, fet que suggereix que I'escorga frontal té una menor demanda metabolica

respecte les altres dues regions.

Aquesta observacié ha estat refor¢ada per les dades obtingudes relacionades amb les demandes
bioenergetiques de les diferents regions del cortex cerebral huma, que mostren una menor quantitat
de certs metabolits involucrats directament i indirectament amb el cicle de Krebs en 'escorca frontal
respecte I'escor¢a entorrinal i I’hipocamp. Aixi doncs, els resultats evidencien unes necessitats
metaboliques menors en P'escorca frontal respecte les altres dues regions estudiades. Un aspecte
interessant és que els metabolits que trobem amb concentracions inferiors en I'escorca frontal sén
metabolits del cicle de Krebs que contenen 4 carbonis, com el succinat i el fumarat. Una
conseqliencia derivada d’aquest fet és que lescorca frontal mostra una disminucié de les
modificacions post-traduccionals com és la succinacié. Aquestes modificacions post-traduccionals
sén valorades mitjancant el marcador 2-SC, caracteritzat com a biomarcador de la disfuncié
mitocondrial, estrés oxidatiu i de la progressi6 cel-lular cap a P'apoptosi (Merkley et al., 2014) pel seu
origen a partir del fumarat. Aixi doncs, aquests resultats ens suggereixen que 'escorga frontal té un
perfil metabolic neuroprotector, ja que un menor requeriment energetic d’aquesta regié li pot

proporcionar una major regulaci6 del sistema bioenergetic i de ’homeostasi cel-lular.

Posteriorment, ens hem centrat en les diferéncies interregionals del metabolisme d'un carboni en
l'escotca cerebral humana. El metabolisme d'un carboni integra lestat dels nutrients cel-lulars
mitjancant cicles d’unitats de carboni a partir d'aminoacids especifics per generar diverses funcions,
incloent la biosintesi de lipids, proteines i acids nucleics, aixi com el manteniment de I'estat redox i
Pestat genetic 1 epigenctic (Locasale, 2013). Particularment, ens hem centrat en lanalisi de
metabolits pertanyents al metabolisme de serina, glicina i treonina, al metabolisme de la metionina —

cicle de metionina 1 via de transsulfuracié- i al metabolisme de les purines.

Es sap que la fisiologia cel-lular requereix la creacié d’unitats basiques per a nous components
cel'lulars, com son les proteines. El metabolisme dels aminoacids que implica serina i glicina, i les
unitats de carboni que proporcionen aquestes, satisfa molts d'aquests requeriments. En aquest
sentit, els resultats obtinguts en el present estudi demostren l'existéncia de diferéncies interregionals
significatives en les concentracions de serina, glicina i treonina. Les concentracions de tots aquests
metabolits sén significativament més baixos en l'escor¢a frontal, i més alts en I'hipocamp, en
comparaci6 de l'escorca entorrinal. Aquests resultats suggereixen que la regié de Phipocamp té altes

necessitats proteiques respecte les altres dues regions.
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Draltra banda, les concentracions obtingudes dels metabolits del nucli dur del cicle de la metionina
mostren nivells significativament menors en lescorca frontal respecte l'escor¢a entorrinal i
I’hipocamp. En aquest sentit, estudis de creixement mostren que defectes en el metabolisme d'un
carboni al cervell indueixen alteracions profundes en la fisiologia cel-lular com a conseqiiencia de
les importants vies en qué intervé el metabolisme d'un carboni, petrd també, i més important, pels
efectes toxics derivats dels metabolits que configuren el nucli del cicle de la metionina. En aquest
sentit, per exemple, ha anat sorgint informacié respecte a una connexié entre el metabolisme de la
homocisteina i la funcié cognitiva, amb el desencadenament des del deteriorament cognitiu lleu a la
demencia vascular i la malaltia d'Alzheimer (Miller, 2003). Per contra, baixos nivells del contingut
en metionina i els metabolits derivats, constitutivament o de manera induida -per exemple,
mitjancant intervencions nutricionals- s'associen a una resisténcia a l'estrés i un augment de la
longevitat (Naudi et al., 2007; Pamplona and Barja, 2011, 20006). Per tant, tot sembla indicar que els
baixos nivells observats en el metabolisme d'un carboni en l'escorca frontal humana és una

adaptaci6 fisiologica que confereix a aquesta regié una resistencia a I'estres.

En el cas del metabolisme de les purines, les concentracions dels seus metabolits no presenten
canvis significatius entre les diferents regions del SNC huma adult estudiades, amb Pexcepcié de la
ribosa 5-fosfat, la xantosina i la hipoxantina. Les concentracions de ribosa 5-fosfat, xantosina i
hipoxantina sén significativament baixes en 'escorca frontal, en comparacié a ’escorca entorrinal i
I’hipocamp. En aquest sentit, els resultats obtinguts suggereixen, un cop més, que la via de les
pentoses fosfat, 1 per tant el metabolisme cel'lular, es troba més actiu en I'escor¢a entorrinal i

I’hipocamp que en I'escor¢a frontal.

Tanmateix, els diferents estats metabolics observats entre regions poden estar associats a canvis en
els sistemes cel-lulars lligats a la resisténcia a I'estres oxidatiu i a la supervivencia cel-lular. I de fet,
aquest ¢és el cas a nivell d’antioxidants, ja que l'escorca frontal presenta majors nivells dels
antioxidants catalasa 1 SOD1 respecte I'escor¢a entorrinal i I'hipocamp. Aquests resultats reforcen
evidencies preévies on es descriu que Pescorga frontal d’humans sans és una de les regions amb una
activitat més elevada en catalasa 1 SOD1 (Chen et al.,, 1994). Tanmateix, evidencies disponibles
indiquen que la via de senyalitzacié mTOR participa en la senescencia cel'lular, l'envelliment
cerebral i en malalties neurodegeneratives relacionades amb l'edat (Bockaert and Marin, 2015;
Garelick and Kennedy, 2011; Petluigi et al.,, 2015). mTOR és una serina/treonina quinasa molt
conservada evolutivament en cél-lules eucariotes que regula el creixement cel-lular 1 el metabolisme
en resposta als nutrients, factors de creixement i a les condicions de l'energia cel'lular. Estudis de
creixement mostren que una alteracié en la senyalitzaci6 de mTOR en el cervell afecta multiples
vies incloent el metabolisme de la glucosa, la produccié d'energia, la funcié mitocondrial, el
creixement cel-lular i l'autofagia. Tots aquests esdeveniments sén claus en el deteriorament cognitiu

relacionat amb l'edat, aixi com en malaltes neurodegeneratives i neuropsiquiatriques.
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Contrariament, peto, l'atenuacié de la senyal de mTOR, mitjangant una intervencié farmacologica o
bé nutricional, augmenta la longevitat i s'associa a l'esperanca de vida saludable, incloent una millora
en la funcié cerebral (Garelick and Kennedy, 2011; Perluigi et al., 2015). En conseqiiencia, tot
sembla indicar que els baixos nivells obsetrvats en la senyalitzacié de mTOR en l'escor¢a frontal

humana és també una adaptacié fisiologica que confereix a aquesta regié una resistencia a ’estres.

Aixi doncs, els nostres resultats defineixen l'existencia d’importants diferéncies metabololiques en
tres regions del cervell huma d’adults sans que confirmen l'existencia de diferéncies regio-
especifiques del SNC. Cal remarcar, pero, que tot i que a través del nostre analisi es cobreixen les
rutes metaboliques cellulars clau, esta lluny de ser complet. No obstant aixo, els nostres resultats
indiquen que la signatura metabolomica és una caracteristica optimitzada associada amb la diversitat
entre les poblacions neuronals de 'escorga cerebral, hipotetitzant que l'optimitzacié metabolica
d'alguns trets fisiologics, com ara la resistencia a l'estres és especifica de regié. Tanmateix, és evident
que es necessiten més estudis per tal d’establir un ampli atles-metabolomic del cervell huma adult, i
com aixo es projecta durant el procés d'envelliment i en l'aparicié i progressié de les malalties

neurodegeneratives 1 neuropsiquiatriques.
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10.3. Efecte de lenvelliment en la wvulnerabilitat neuronal selectiva del

sistema nervios central huma

Com ja s’ha posat de manifest al llarg d’aquesta tesi, una vegada que les capacitats fisiologiques de
Iésser viu arriben al seu pic maxim, el cicle de la vida de practicament totes les especies cel-lulars és
seguit 1 caracteritzat per la disminucié progressiva de eficiencia en la capacitat funcional dels
sistemes biologics (Pamplona and Barja, 2011). En conseqiiencia, la capacitat de mantenir
I’homeostasi en termes d’estres oxidatiu és poc a poc atenuada. En aquest sentit, les cél-lules del
SNC no en sén una excepci6 sind que es veuen afectades per i en resposta a edat molt més que les
cel'lules d’altres organs sistemics. El cervell és especialment vulnerable als efectes de la generacié de
ROS, tant a nivell fisiologic com a nivell patologic, a causa que aquest organ consumeix altes
quantitats d’oxigen, té quantitats relativament baixes dels sistemes generals de defensa antioxidants
en comparaci6 a altres tipus de teixits, conté molts metalls de transicié que poden ajudar al cicle
redox i és molt ric en AGPL. Per tot aixo, la proteccié neuronal contra la lesié oxidativa és critica
per a les funcions del SNC, i un ampli espectre d’adaptacions metaboliques han estat incorporades
per al seu control. Exemple d’aixo en soén la resistencia dels components estructurals neuronals a la
lesi6 oxidativa, intrinsecament lligada a la composicié quimica de carbohidrats, lipids, acids nucleics
1 proteines, aixi com la preséncia de components reguladors neuronals de la generacié d’estres
oxidatiu i la incorporacié d’un ampli ventall de defenses antioxidants que han estat seleccionades i
conservades durant levolucié animal (Pamplona and Costantini, 2011). Aquests fets ens
condueixen a proposar que ’homeostasi de P'estres oxidatiu és una de les principals forces directrius
que determinen la vulnerabilitat diferencial de les cél-lules nervioses a 'envelliment i a les malalties
neurodegeneratives. Aquesta rellevancia de ’homeostasi de I'estres oxidatiu per a la supervivencia
neuronal explica el perqué les neurones estan intrinsecament equipades amb un mecanisme
bioquimic que acobla el metabolisme de glucosa amb les defenses antioxidants (Fernandez-
Fernandez et al., 2012). Aixi doncs, la necessitat d’una continua adaptacié canviant, la presencia
d’una susceptibilitat inherent i una “vulnerabilitat neuronal selectiva” poden ser els factors que

modulen el procés de I'envelliment neuronal en un context fisiologic.

Ara bé, com hem vist en els estudis anteriors, aquestes caracteristiques no sén identiques en tot el
SNC huma, sin6 que existeixen diferéncies interregionals i consegiientment, els canvis en el SNC
huma durant envelliment no es produeixen ni al mateix temps, ni amb la mateixa intensitat a tots
els grups neuronals (Peters, 2006). En aquest sentit, una de les regions d’especial interes en
determinar els possibles canvis fisiologics i moleculars que tenen lloc durant Penvelliment és
Pescorca frontal. Mesuraments volumeétriques del cervell, aixi com la tomografia per emissié de
positrons 1 les mesures de la taxa metabolica cerebral de la glucosa mostren com l'escorca cerebral
és la regié més vulnerable a la perdua de volum depenent de I'edat (Raz and Rodrigue, 2006; Raz et

al., 2007) i particularment, P'escorca frontal és la regié amb la major disminucié de la taxa
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metabolica de glucosa en comparacié amb tota la resta de regions en l'envelliment cerebral
(Loessner et al., 1995; Reiman et al., 2010). A més, en la comparacié interregional duta a terme en
individus adults sans en el primer estudi de la present tesi, s’han pogut observar les caracteristiques
diferencials d’aquesta regid, ja que tot 1 ser la regié amb més contingut en AGPL, 1 per tant amb un
major IP i, en conseqiiéncia, amb un major risc de lesié lipoxidativa, els seus nivells de dany proteic
derivat de lipoxidacié han estat els més baixos. Aixi mateix, els resultats del segon estudi ens han
mostrat que l'escor¢a frontal presenta un perfil metabolomic i una adaptacié a la resisténcia a
Pestres diferent a les regions de I’hipocamp i Pescorca entortrinal. Es doncs, per la particularitat
d’aquesta regi6 i la seva afectacié en malalties neurodegeneratives tals com la malaltia d’Alzheimer,

que P'estudi de envelliment del SNC huma s’ha centrat en la substancia gris d’aquesta regio.

Un dels primers aspectes a estudiar ha estat la composicié en acids grassos de les membranes de
Pescorca frontal humana d’individus d’entre 40 1 89 anys. Les primeres evidéncies existents que
demostren que la composicié lipidica de la membrana del cervell canvia amb I'edat daten a partir
del 1958 (Burger and Seidel, 1958; Rouser and Yamamoto, 1968). Burguer i Seidel (Burger and
Seidel, 1958) van trobar que la quantitat de lipids totals s’incrementa durant les dos primeres
decades de vida i després comencen a disminuir. Rouser i Yamamoto (Rouser and Yamamoto,
1968) també van demostrar una regressié curvilinia dels nivells de lipids en el cervell huma amb
l'edat. No obstant aixo, com assenyalen Ledesma i col'laboradors (Ledesma et al., 2012), en ambdds
estudis, els analisis es van dur a terme en cervells sencers, fet que va provocar que els resultats
mostressin variacions en el contingut de lipids que podien reflectir les diferents proporcions de
substancia gris 1 blanca. Estudis més recents, perd, han analitzat la composicié lipidica de les
membranes lipidiques en diferents arees del cervell huma i han confirmat alteracions lipidiques
associades a I'edat. En general, tots els canvis estan perfectament alineats al caracter progressiu i
deleteri del procés d’envelliment, i sembla que les concentracions de la majoria de lipids

disminueixen en el cervell huma a partir dels 50 anys (Naudi et al., 2015).

Els nostres resultats mostren que 'augment de I’edat s’associa amb un increment progressiu del
contingut en AGS i una disminucié progressiva dels AGI, especialment per una disminucié
significativa dels nivells dels AGPI n-6, i no pels canvis globals dels AGPI n-3 ja que els seus nivells
es mantenen sostinguts al llarg del temps. De fet, estudis previs ja suggerien una disminucié
significativa dels AGPI n-6 amb l'augment de I’edat, principalment per una disminuci6 dels nivells
d’AA, en Pescor¢a frontal humana al llarg de la vida adulta (Carver et al., 2001; McNamara et al,,
2008) que inclis es poden adscriure a una disminucié de les especies moleculars lipidiques
especifiques com les de les classes PE i PS (Nortis et al., 2015). En aquesta mateixa linia, els nostres
resultats indiquen que existeix una disminucié significativa en els nivells de DHA en el grup d’edat
avancada, en concordancia amb els resultats obtinguts per McNamara i col-laboradors (McNamara

et al., 2008). No obstant aixo, els nivells globals d’AGPI n-3 es mantenen estables al pas del temps,
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en concordancia amb els resultat obtinguts per Carver i col'laboradors (Carver et al., 2001).
Tanmateix, sembla ser que un augment dels nivells de DHA amb I’edat es pot adscriure a 'augment
de les espécies moleculars lipidiques detivades de PC (PC 16:0/22:6), PE (PE 18:1/22:6, PE O-
18:1/22:6) i PS (PS 18:0/22:6), si més no a nivell mitocondrial (Nortis et al., 2015). McNamara i
col'laboradors (McNamara et al., 2008) també van mostrar que la disminucié en el contingut de
PAA i de DHA durant 'envelliment observada en escorces orbitofrontals humanes d’individus

d’entre 29 i 80 anys d’edat, s’associava a canvis en 'expressi6 genica d’elongases i desaturases.

En aquest sentit, en el present estudi també es va voler analitzar a nivell génic i a nivell de proteina
els potencials mecanismes responsables de generar variacions en el perfil d’acids grassos amb
laugment de 'edat. Els resultats obtinguts mostren canvis en els nivells de les desaturases A5
(FADST), A6 (FADS?2) i I'elongasa 2 (ELOVL2) tant a nivell de mRNA com a nivell de proteina, i
tot sembla indicar que aquestes modificacions intenten compensar, com a resposta adaptativa, les
variacions dels acids grassos de les membranes. No obstat aixo, els resultats obtinguts a nivell de
proteina dels enzims implicats en la B-oxidacié peroxisomal, claus en I'obtencié de DHA, no
mostren cap canvi amb I'edat, fet que suggereix un intent actiu per mantenir estable en el temps els
seus nivells atesa la seva enorme rellevancia en la fisiologia neuronal. Aixi, els resultats obtinguts en
el present estudi també suggereixen que la disminucié de les concentracions de 'AA i del DHA,
especialment en les edats més avancades, no és unicament conseqieéncia d’una disminucié en els
mecanismes de la biosintesis dels acids grassos, siné que aquestes disminucions també es poden
deure com a resultat d’'un increment en la sintesis de mediadors lipidics bioactius, icosanoides i
docosanoids respectivament, que poden regular multiples funcions cel-lulars, des de comunicacions
inter i intracel-lulars fins a la inflamaci6 i la resoluci6é (Hatizi et al., 2008; Ozt et al., 2013; Shahabi et
al,, 2014). Aixi doncs, els nostres resultats suggereixen I'existencia de canvis durant 'envelliment a
nivell de expressié d’enzims implicats en la biosintesis de mediadors lipidics bioactius a partir del

metabolisme de PAA i del DHA.

D’una banda, 'AA és metabolitzat a través de COX-2 i LOX-5 generant diferents tipus de
prostaglandines, tromboxans i leucotriens respectivament, de caracter proinflamatori (Funk and
Cyrus, 2001; Funk, 2001). En aquest sentit, els resultats obtinguts en el present estudi no mostren
canvis en els seus nivells amb I'edat. De fet, Keleshian i col-laboradors (Keleshian et al., 2013) ja
van evidenciar que en 'envelliment fisiologic de I'escorca frontal humana, els nivells de COX-2 no
mostraven canvis significatius, tot i mostrar marcadors proinflamatoris activats, els quals son
regulats pels nivells de NF-Kf. Particularment, els nostres resultats mostren un augment significatiu
dels nivells del mRNA de NF-K p65 en la década dels 60. D’altra banda, pero, els nostres resultats
mostren un augment amb envelliment de 'enzim CYP4502)2, generador d’epoxigenases a partir
del metabolisme del DHA, de caracter neuroprotector i antiinflamatori, fet que confirma i iguala un

estudi en el que es descriu un augment del mateix comparant el grup d’edat de 40 anys respecte el
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de 70 anys (Keleshian et al., 2013). En aquesta linia antiinflamatoria, 'enzim LOX-15, generador de
lipoxines, també es troba augmentat significativament a nivell genic en la decada dels 60 anys. De
fet, aquestes troballes que es constaten en condicions fisiologiques com a respostes adaptatives als
canvis deleteris induits per I'envelliment contrasten amb les observades en condicions patologiques.
Existeixen evidéncies que demostren un augment significatiu dels nivells de COX-2 i LOX-15 de
caracter proinflamatori 1 antiinflamatori respectivament, i una reducci6 significativa dels nivells de
CYP450 generador d’epoxigenases de caracter antiinflamatori, en ’escor¢a frontal humana en la
malaltia d’Alzheimer (Pratico et al., 2004; Rao et al., 2011). Aix{ doncs, la gran capacitat d’adaptacié
de lescorca frontal humana associada amb lenvelliment fisiologic, sembla estar atenuada en
situaci6 patologica. No obstant aixo, aquestes hipotesis necessiten d’estudis més especifics per tal

de poder clucidar els mecanismes subjacents involucrats.

A banda d’aquests resultats, el present estudi mostra que no existeix una correlacié entre els nivells
del marcador de dany proteic derivat de lipoxidacié, MDAL, 1 el pas dels anys en I'escor¢a frontal
humana. Una possible explicacié d’aquests resultats podria ser la seva relacié amb el valor de I'IP i
la susceptibilitat a Poxidacié. En aquest sentit, els nostres resultats mostren que 'augment de I’edat
no esta associat a 'augment de I'IP en P'escor¢a frontal humana i per tant, no s’observa un augment
de la susceptibilitat lipoxidativa amb P'envelliment, fet que sembla ser clau en el manteniment dels
nivells d’aquest marcador de dany lipoxidatiu en situacié fisiologica. En situaci6é patologica, pero,
sén varis els estudis que descriven un augment d’aquest marcador i altres marcadors de dany
oxidatiu en I'escor¢a frontal humana en la malaltia d’Alzheimer (Pamplona et al., 2005a). Aquest fet
pot ser explicat per I'alteracié de 'homeostasi i la incapacitat de mantenir uns nivells d’oxidacié
lipidica sota control. Per tot aixo es pot suggerir que MDAL és un bon marcador definint el grau

d’insaturacio.

Posteriorment a 'estudi de caracter lipidic 1 dels possibles mecanismes implicats en la seva variacié
durant Penvelliment, ens hem centrat en P'estudi de les modificacions oxidatives en proteines
produides com a conseqiiencia de P'estres oxidatiu. El present treball és el primer estudi en el que
s’analitza marcadors especifics de dany oxidatiu a proteines en l'escor¢a frontal humana d’adults
sans que cobreixen un rang d'edat de 43 a 86 anys (n= 41 individus). Els nostres resultats
demostren que hi ha un augment de l'oxidacié directa a proteines (marcadors SAG i SAAA) i del
dany oxidatiu derivat de glicoxidacié (marcadors CML i CEL) en l'escor¢a frontal humana en el
transcurs de la vida d'un adult. Aquest augment, perod, sembla ser selectiu ja que les trajectories
temporals dels marcadors derivats de la modificacié no enzimatica dels residus de cisteina (CMC i
2-SC) es mantenen sense canvis amb 'edat. Una possible explicacié per aquesta dissociacié en el
comportament dels diferents marcadors de dany proteic pot recaure en els mecanismes
d’homedstasis cel'lular abans de la seva formacié. En aquest sentit, l'augment dels marcadors

d'oxidacié directa a proteines pot reflexar un augment de la generacié de radicals lliures, i també
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una disminucié en l'activitat dels mecanismes de recanvi proteic; i en "augment dels marcadors del
dany proteic derivat de glicoxidacié, 'augment dels nivells no només poden expressar una condicié
d'augment d'estres oxidatiu i disminucié en el recanvi proteic, sind que també pot set degut a un
major nivell en el contingut de compostos carbonilics els quals actuen com a substrat per a la
formacié d'aquests matcadors, i al seu totn, reflexa la concentracié d’hidrats de carboni que
participen fonamentalment en la glucolisi anaerobica. En contrast, el contingut sense canvis en els
marcadors detivats de la modificaci6 de cisteina pot ser una indicacié d'una millor presetvacié dels
residus de cisteina i la seva funcionalitat mitjancant mecanismes de reparaci6 especifics al llarg de la

vida adulta, sent aquests mecanismes absents en altres tipus de marcadors.

Estudis d'expressié génica suggereixen que l'expressié reduida dels gens mitocondrials és una
caracteristica conservada en lenvelliment d’organismes que van des de C.elegans fins als éssers
humans (Yankner et al., 2008; Zahn et al., 2007). Particularment, l'analisi de 'envelliment cerebral
ha revelat una disminucié progressiva de l'expressié genica mitocondrial en rates, macacos rhesus i
éssers humans (Blalock et al., 2003; Erraji-Benchekroun et al., 2005; Loerch et al., 2008; Lu et al.,
2004). Aixi doncs, la funcié mitocondrial sembla ser una important influéncia moduladora sobre el
procés d'envelliment en totes les espécies estudiades, probablement a causa que una disminucié de
la funcié mitocondrial també pot contribuir a deficits funcionals dependents de l'edat en les
neurones, i conseglientment que les neurones siguin més vulnerables a les patologies relacionades
amb l'edat. En aquest sentit, els nostres resultats mostren una perdua progressiva en el contingut
dels complexos de la cadena de transport electronic mitocondrial (de CI al CIV), i també que
aquesta disminucié és efectiva a partir dels 60 anys en endavant, simultaniament amb el punt
d'inflexié on es produeix un augment significatiu de la taxa d’acumulacié dels marcadors de dany

proteic.

Un altre element important és que el temps en el que s'inicia I'envelliment del cervell no esta definit.
Un estudi recent va mostrar que el perfil transcripcional de I'escor¢a frontal humana d’individus
entre 26 i 106 anys d'edat defineix un conjunt de gens amb l'expressié disminuida després de 40
anys d'edat (Lu et al., 2004). En el present estudi, es demostra que el punt d’inflexié, break poin, en el
qual les trajectories temporals dels marcadors de dany oxidatiu proteic i de dany derivat de
glicoxidaci6 canvien en l'escorca frontal humana expressant un augment progressiu de dany proteic
és als 60 anys d'edat. No obstant aixo, que els breaks points descrits (en el perfil transcripcional als 40
anys d'edat, la composicié lipidica als 50 anys d'edat, i el dany a proteines als 60 anys d'edat)
expressin un efecte perjudicial progressiu i addicional a nivell molecular, o bé, si sén vies
independents del procés d'envelliment, és una pregunta que segueix sense resposta. Petd és
plausible postular que aquests canvis podrien representar, a partir d'un llindar donat, el substrat

molecular determinador d’un canvi en la trajectoria temporal normal cap a linici de la malaltia

d’Alzheimer.
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Per qué algunes persones envelleixen amb la seva funcié cognitiva relativament intacta, mentre que
en altres aquesta funcié cognitiva disminueix i desenvolupa la malaltia d’Alzheimer és una altra
questié clau que roman sense resposta. Pero, en qualsevol cas, la preservacié de les neurones i la
funcié cognitiva al llarg d’una vida sencera exigeix una adaptacié cel-lular que implica importants
mecanismes de resposta a l'estres. En aquest context, un estudi recent va mostrar que el factor
REST (també conegut com neuron-restrictive silencing factor, NRSF) és induit en envelliment del cervell
huma i regula una xarxa de gens que intervenen en la mort cel-lular, en la resisténcia a l'estrés i en la
malaltia d’Alzheimer (Lu et al., 2014). Aquesta xarxa genética es troba destegulada en les primeres
etapes de la malaltia d’Alzheimer, un cop es perd el factor REST des del nucli (Lu et al.,, 2014). En
l'envelliment dels éssers humans, elevats nivells de REST també s'associen amb la preservacié de la
funcié cognitiva i l'augment de la longevitat (Lu et al., 2014). Els nostres resultats confirmen
aquesta observacié 1 demostren que els nivells sostinguts de REST i la seva presencia a nivell
nuclear esta present al llarg de la vida adulta d’humans sans. A més, existent correlacié entre el
contingut del factor REST i els marcadors d'oxidacié proteica (SAG i SAAA) reforga la idea que els
factors d'estres com l'estrés oxidatiu podria ser el detonant que indueix 'expressié de REST com
una resposta adaptativa. En aquest context, es pot postular que el factor REST regula una resposta
a estreés neuroprotectora que ¢és fonamental per mantenir la viabilitat neuronal i la preservacié

cognitiva durant l'envelliment fisiologic.

Un mecanisme addicional pot ser mediat per la via de senyalitzacié PI3-K / Akt / mTOR. Tots els
components del sistema de senyalitzacié PI3-K / Akt / mTOR s'expressen en alts nivells en el
cervell, predominantment en les neurones, 1 també detectables en les cel-lules glials (O Neill, 2013).
En les neurones post-mitotiques la integrada coordinacié de les respostes neuronals a través
d'aquesta via de senyalitzacié té un impacte funcional significatiu sobre les respostes a l'estres, la
funcié sinaptica i el processament cognitiu, i esta involucrat en la senescéncia cellular, l'envelliment
del cervell, i en les malalties neurodegeneratives relacionades amb I'edat (Bockaert and Marin, 2015;
Garelick and Kennedy, 2011; Perluigi et al.,, 2015). mTOR és una serina/treonina quinasa molt
conservada que regula el creixement i el metabolisme cel-lular en resposta als nutrients, als factors
de creixement i a Iestat energetic cel'lular. Un elevat nombre d'estudis mostren que 'alteracié en la
senyalitzacié6 de mTOR en el cervell afecta maltiples vies incloent el metabolisme de la glucosa, la
produccié energetica, la funcié mitocondrial, el creixement cel-lular i I'autofagia. Aixi doncs, sembla
que aquests esdeveniments poden ser clau en el deteriorament cognitiu relacionat amb l'edat, aixi
com en les malalties neurodegeneratives. De fet, la senyalitzacié mitjancant la PI3-K / Akt /
mTOR 1 la seva activacié mitjancant IGF-1R 1 IR és demostrablement pertorbat en el cervell
d'individus amb la malaltia d’Alzheimer en comparacié amb individus control de la mateixa edat, i
moltes d'aquestes mesures es correlacionen amb la gravetat de la malaltia (Griffin et al., 2005;
Moloney et al.,, 2010; Pei and Hugon, 2008; Talbot et al., 2012). En aquesta linia, l'augment de

I'activacié d'Akt i la seva localitzacié subcel‘lular alterada han estat descrites en neurones corticals 1
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de l'hipocamp en cervells amb la malaltia d’Alzheimer (Griffin et al., 2005; Pei et al., 2003). A més,
els nivells de senyalitzacié mTOR també augmenten selectivament en les neurones predictores del
desenvolupament de cabdells neurofibril-lars (Pei and Hugon, 2008). Per contra, la disminuci6 de la
senyal de mTOR, a través de la intervencié farmacologica i nutricional, augmenta la longevitat i
s'associa amb una esperanca de vida saludable, incloent la millora de la funcié cerebral (Garelick
and Kennedy, 2011; Perluigi et al., 2015). Conseglientment, a partir dels nostres resultats podem
deduir que la baixa expressié d'Akt / mTOR observada en I'envelliment de l'escorca frontal, és una
adaptaci6 fisiologica encaminada a preservar la supervivencia neuronal i conferir resisténcia a

'estrés durant la vida adulta.

Aixi doncs, els resultats obtinguts ens aquest estudi ens mostren que lescor¢a frontal humana
presenta diferéncies amb I'edat a nivell de la composicié en acids grassos, disminuint especialment
els AGPI, AA i DHA. Aquesta variaci6 no sembla ser conseqiiéncia d’una desregulacié dels
mecanismes implicats en la biosintesis dels acids grassos siné que els resultats suggereixen que
aquesta variacié es pot deure a I'activacié de mecanismes neuroprotectors i de supervivencia per tal
de pal-liar els efectes de 'augment de I’edat. No obstant aixo, aquests mecanismes no semblen ser
suficients per evitar I'augment dels marcadors de dany oxidatiu proteic i tot apunta que els
mecanismes ecliminadors de les proteines danyades poden estar alterats en lenvelliment.
Contrariament a aquest augment, altres marcadors de dany oxidatiu no s’han vist augmentats, fet
que denota una activa capacitat d’auto-regulacié i proteccié enfront de certes modificacions
proteiques. A banda d’aixo, pero, els resultats obtinguts ens suggereixen que existeix una edat
critica, en la decada dels 60 anys en la qual s’accentuen els canvis a nivell de composici6 lipidica, a
nivell dels marcadors de dany oxidatiu proteic, aixi com canvis a nivell d’enzims implicats en estats
inflamatoris, neuroprotectors i de supervivencia. Aquesta edat critica és concentrada en la década
dels 60 anys. Aquestes dades fisiologiques es veuen reforcades amb els canvis cognitius en humans
descrits per Lindenberg (Lindenberger, 2014). Linderberg, suggereix que tot i que els estudis
mostren que la perdua cognitiva és progressiva amb I"augment de 'edat, canvis en les interaccions
organisme-medi ambient durant l'edat adulta mouen lestat cognitiu de l'individu cap a una
trajectoria més positiva 1 és entre la decada dels 60 i 70 anys quan s’observa aquest manteniment
dels nivells cognitius. Aixi doncs, sembla que la decada dels 60 anys en el SNC huma, justament la

meitat de la longevitat maxima humana -122 anys-, és clau per a envelliment.
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10.4. Estudi de Pefecte de la restricci0 en metionina en P’envelliment del

sistema nervids central en un model experimental

La RC, sense malnutricio, és la intervencié experimental no genetica més ben coneguda, capag de
disminuir la taxa d’envelliment, augmentar la longevitat maxima de moltes especies i retardar
Paparici6 de malalties degeneratives (Barger et al.,, 2003; Pamplona and Barja, 2011, 2007, 2000).
Malgrat que els mecanismes a través dels quals exerceix els seus efectes no estan clars, nombrosos
estudis han demostrat que la RC és capag de disminuir la produccié mitocondrial de radicals liures i
el dany oxidatiu a macromolecules (Sanz et al., 2006d) 1 que aquests canvis poden ser produits per la
restriccié de proteines independentment de la restriccié calorica (Ayala et al., 2007; Sanz et al.,

2004) pero no per la restricci6é de lipids (Sanz et al., 2006b) ni de carbohidrats (Sanz et al., 2006c¢).

Amb Pobjectiu d’intentar esbrinar el component proteic responsable de la disminucié de Pestres
oxidatiu mitocondrial durant la RC i RP, ens hem centrat amb 'aminoacid metionina ja que
nombrosos estudis identifiquen aquest aminoacid com un agent clau en lenvelliment. De fet,
diversos estudis confirmen que la RMet isocalorica incrementa la longevitat de rata i ratoli (Miller et
al., 2005; Orentreich et al., 1993; Richie et al., 1994; Sun et al., 2009), de forma similar a com ho fa
la RP (Barrows and Kokkonen, 1975; Goodrick, 1978; Leto et al., 1976; Ross, 1976), tot i que en
tots dos casos sembla que unicament sén responsables d’aproximadament la meitat dels efectes de
prolongaci6 de la longevitat de la RC. Ara bé, la ingesta excessiva de metionina en la dieta és toxica
1 aquesta toxicitat és molt més elevada que la produida per qualsevol altre aminoacid (Harper et al.,
1970) provocant danys a organs vitals 1 incrementant P'estres oxidatiu en nombrosos teixits (Gomez
et al., 2009; Morti and Hirayama, 2000; Park et al., 2008). De fet, la metionina és un dels aminoacids
de les proteines més susceptibles a I'oxidacié per radicals lliures (Moskovitz et al., 2001) i s’han
obtingut evidéncies que el contingut en metionina de les proteines esta inversament relacionat amb

la longevitat maxima en mamifers (Pamplona et al., 2005b; Ruiz et al., 2005).

Aixi doncs, els efectes positius de la RMet isocalorica sobre P'estres oxidatiu i la longevitat han estat
evidenciats en diversos estudis. Tot i que molt menys nombrosos, també sén interessants els estudis
en els que la RMet s’ha aplicat a edats avancades per tal de valorar si els seus efectes beneficiosos
també es poden instaurar a aquestes edats, o bé si els efectes deleteris de 'envelliment resulten ja
irreversibles. En aquest sentit, Sun i collaboradors (Sun et al, 2009) i Sanchez-Roman i
col'laboradors (Sanchez-Roman et al., 2012) han evidenciat que la RMet al 65 % 1 40 %
respectivament, iniciada en edats avangades (12 1 24 mesos respectivament) sén capaces
d’incrementar la longevitat en ratolins i mantenen la capacitat de reduir la produccié de radicals
lliures 1 consegiientment disminuir el dany oxidatiu en fetge de rata, tot i que en menor mesura que
quan s’inicia a edats més primerenques i la restriccié és del 80 % (Caro et al., 2008a; Miller et al.,

2005; Orentreich et al., 1993; Richie et al., 1994; Sanz et al., 2006a). D’altra banda, els efectes
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positius d’aquesta intervencié s’han observat sempre en una restriccié a llarg termini (minim un
any) i depenent del teixit a curt o mig termini (de 6 setmanes a 6 mesos) (Gredilla and Batja, 2005;
Pamplona and Batja, 2006). En base a aquests estudis, les evidéncies suggereixen que existeix un
major efecte sobre la longevitat quan major és el temps de restriccid, de manera que es postula que
la reduccié de la generacié de radicals lliures pot ser el mecanisme a través del qual aquesta
intervencié incrementa la longevitat. Aixo s’explicaria donat que quan menor és el temps de
restriccid, menor és el periode de temps en el que la produccié mitocondrial de ROS es troba

reduida i major és el dany que pot estar generant-se.

Draltra banda, a més dels seus efectes sobre la longevitat, la RMet isocalorica també disminueix la
incidéncia de malalties degeneratives associades a I'edat i comporta nombrosos efectes beneficiosos,
tals com una reprogramacié fisiologica del metabolisme tant a nivell tissular com cel'lular, similars
als observats en animals sotmesos a RC. En aquest sentit, nombrosos estudis han descrit que la
RMet del 80 % disminueix el pes corporal 1 indueix canvis en la funcié endocrina que condueixen a
una disminucié dels nivells sanguinis de glucosa, insulina, IGF-1, colesterol, triglicérids i leptina, aixi
com a un augment dels nivells d’adiponectina (Caro et al., 2008a; Malloy et al., 2006; Perrone et al.,
2013, 2010). I de fet, els resultats del nostre estudi demostren que aquests canvis en la funcié
endocrina de la dieta també es produeixen en I'aplicacié de RMet del 80 % en rates de 26 mesos
d’edat en una intervencid curta (7 setmanes). Els resultats mostren que es produeix una disminucié
significativa del pes corporal, dels nivells plasmatics de triglicerids i leptina, i un augment significatiu
dels nivells d’adiponectina. Tanmateix, en el nostre estudi s’ha observat que la RMet del 80 % evita
que els nivells de colesterol augmentin amb I'edat. Contrariament a les evidencies citades
anteriorment, pero, els resultats obtinguts en el present estudi no mostren cap variacié significativa
en els nivells de glucosa entre rates adultes, velles i velles amb RMet, fet que suggereix que hi ha un
correcte funcionament de I’homeostasi de la glucosa en totes les rates estudiades. Aix{ doncs,
aquests resultats obtinguts de l'estat endocri suggereixen que la RMet contribueix a una major

resisténcia del sistema nervios enfront a ’estrés oxidatiu.

A banda d’aixo, el nostre estudi dona un pas més enlla en Panalisi dels parametres bioquimics i
mostra que en les rates velles amb RMet els nivells plasmatics de proteina total i d’albumina sén
significativament inferiors respecte les rates adultes control i les rates velles control. De fet,
Elshorbagy i col-laboradors (Elshorbagy et al., 2011) ja van evidenciar, en rates de 4 setmanes
d’edat 1 una RMet del 80 %, que la RMet disminuia els nivells plasmatics de proteina total i
d’albamina respecte les rates control. Malgrat aquestes evidencies, Elshorbagy i col'laboradors no
discuteixen aquest apartat en el seu estudi. Contrariament a aquest fet, nosaltres en un inici
pensavem que aquestes dades, juntament amb les adaptacions metaboliques descrites en I'apartat
anterior, podien suggerir que les rates velles alimentades amb RMet del 80 % es trobaven en un

estat catabolic i amb una possible desnutricié. No obstant aixo, la recerca que avalés aquesta
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hipotesis ens ha permés reconduir el que suggereixen aquests resultats, 1 es que els nivells fisiologics
i patologics dels valors de proteina total i d’albumina en rata no han estat determinats, fet que ens
porta a pensar que aquests nivells poden ser els optims per a augment de la longevitat i la
disminucié de malalties relacionades amb l'edat. Ara bé, sén necessaris més estudis per tal de

comprovar Pestat fisiologic de les rates.

Un altre punt important en aquest estudi ha estat 'analisi lipidic ja que un estudi recent en el que
s’investiguen els canvis genétics induits per aquesta intervencié nutricional demostra que entre els
nombrosos gens que es veuen modificats per la intervencié nutricional, destaquen els canvis en els
enzims responsables de la composicié lipidica, fet que posa de manifest com aquesta intervencid
també pot estar actuant a través de la composicié lipidica de les membranes cel-lulars (Perrone et
al,, 2012). En aquest context, resultats previs obtinguts en el nostre grup descriven que una RMet
del 80 % aplicada durant 6 mesos en ratolins indueix canvis en el perfil lipidic de forma similar en el
cervell i la medul-la espinal, fet que suggereix un efecte especific de la restriccié de metionina sobre
el perfil lipidic del sistema nervids, i de forma diferent sobre el teixit hepatic. Els canvis descrits en
aquests tres teixits despres de la RMet es basen en modificacions de fosfolipids especifics,
esfingolipids i la ubiquinona 9, i es descriuen com a respostes adaptatives de la composicié de la
membrana lipidica amb el fi d’incrementar la resistencia a Pestres oxidatiu (Jové et al., 2013). Aix{
doncs, en el present estudi es va voler estudiar si una RMet del 80 % aplicada en rates velles durant
un periode curt (7 setmanes) era capa¢ de modificar els canvis produits en termes de composicid
lipidica i per tant, del grau de susceptibilitat, produits durant 'envelliment en diferents regions del
SNC de rata. Especificament, els resultats obtinguts mostren que la composicié en acids grassos
varia depenent de la regié del cervell que analitzem, aixi com la resposta a la restriccié de metionina
sembla ser regié-especifica. No obstant aixo, els resultats obtinguts mostren que poques sén les
diferencies significatives durant Penvelliment entre les rates adultes i les rates velles estudiades, i
consegiientment els resultats obtinguts en la comparacié entre les rates velles amb RMet i les rates
adultes i velles control no mostren una reversié dels canvis esperats durant Uenvelliment de les rates
sino que, els resultats de les rates velles alimentades amb una dieta RMet o no mostren variacié o bé
mostren una accentuacié dels canvis que es produecixen en les rates velles control respecte les
adultes. Es a dir, les modificacions obsetrvades en les rates amb RMet no s’associen a un retorn al
perfil mostrat per les rates adultes, sin6é que les rates RMet segueixen la mateixa tendéncia que les
rates velles i en certes regions la RMet, tals com Destriat o 'escorga occipital, accentua els canvis en
la composicié dels acids grassos que s’observen en les rates envellides. Aixi doncs, aquestes dades
suggereixen que a nivell de la composicié en acids grassos de les membranes de diferents regions
del SNC de rata sembla que la intervencié de la restriccid no ha estat aplicada el suficient temps per

canviar el perfil lipidic, tal i com s’observa en P'estudi realitzat préeviament en el nostre laboratori

(Jové et al., 2013).
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Posteriorment a Pestudi de la composicié dels acids grassos, ens hem centrat en Pestudi de les
modificacions oxidatives en proteines. En aquest sentit existeixen evidencies de que una restriccié
del 40 % en metionina aplicada en rates de 24 mesos d’edat durant un perfode curt (7 setmanes) és
capa¢ de reduir la producci6 de radicals lliures i els nivells de dany oxidatiu mitocondrial
acompanyats pel descens generalitzat dels marcadors de modificacié proteica en el fetge (Sanchez-
Roman et al.,, 2012), de manera similar al que ja s’havia demostrat en rates joves (Caro et al., 2009b,
2008a; Sanchez-Roman and Barja, 2013). Comparablement a aquestes evidéncies, els resultats
obtinguts en el present estudi mostren com el fetge, utilitzat com a organ control, presenta un
descens significatiu dels nivells dels marcadors GSA i CEL en les rates velles RMet respecte els
altres grups, fet que reforc¢a les evidencies observades en I'estudi anterior (Sanchez-Roman et al.,
2012). No obstant aixo, els resultats obtinguts en el fetge del present estudi no han estat mantinguts
a nivell de les diferents regions dels SNC de rata. De forma generalitzada podem observar que els
nivells dels marcadors de modificacié proteica sén diferents en cada regié del SNC de rata i efecte
de la RMet del 80 % aplicada en un perfode curt (7 setmanes) no sembla disminuir en cap regi6 els
nivells dels marcadors estudiats, especialment en MDAL, CML i 2-SC, respecte les rates velles
control. Ara bé, si que s’ha observat una disminucié dels nivells de GSA 1 CEL en el grup de rates
velles amb RMet en la medul‘la lumbar i ’hipocamp, respectivament. Malgrat aixo, pero, el resultats
obtinguts suggereixen, de la mateixa manera que en I’analisi de la composicié en acids grassos, que
la RMet no ha fet cap tipus d’efecte a nivell del SNC de rata i sembla que malgrat ser una RMet
intensa, un perfode de 7 setmanes és curt per arribar a observar canvis en la composicié d’acids
grassos de les membranes i en els nivells de dany oxidatiu a nivell cerebral, tal i com s’ha vist en
cervell de rates i ratolins joves (Caro et al., 2008a; Jové et al., 2013; Naudi et al., 2007) i en altres

organs (Sanchez-Roman et al., 2012).

Aixi doncs, els nostres resultats demostren que les rates velles sén capaces de respondre a la
restriccié de metionina mitjancant una adaptacié metabolica a nivell plasmatic, la qual sembla
contribuir a una major resisténcia enfront a lestrés oxidatiu. No obstant aixo, els resultats
suggereixen que la durada del tractament no ha estat suficient per tal d’induir els canvis,
documentats per Caro i col'laboradors en cervell total (Caro et al., 2009b), en termes de composicid
lipidica 1 en els nivells dels marcadors de dany oxidatiu en les diferents regions dels SNC. Per tant,
s6n necessaris més estudis per tal d’elucidar si la intervencié nutricional és més efectiva si s’aplica
durant més temps i alhora aclarir si la RMet del 80 % aplicada en rates velles pot tenir alguna

repercussié nutricional.
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11. CONCLUSIONS

1. E1 SNC huma adult presenta diferencies interregionals a nivell del perfil composicional en acids
grassos de les membranes lipidiques especialment en el contingut ’AGMI, AGPI n-6 1 AGPI n-3.
Aquests canvis s’expressen de forma diferencial en un eix caudo-cranial, sent la regié de la medul‘la
cervical la regi6 amb nivells més elevats ’AGMI i Pescorca frontal la regié amb els nivells més
baixos. Aquestes diferéencies interregionals s’adscriven a les diferencies interregionals dels
mecanismes responsables de la sintesis dels acids grassos, i es suggereix I'existéncia de mecanismes

de regulaci6 regié-especifics que s’expressen de forma diferencial en un eix caudo-cranial.

2. Les diferéncies interregionals en el contingut d’AGPI n-3 descrits en el SNC huma adult,
s’adcriuen majoritariament a importants canvis interregionals en el contingut de DHA. Ia
rellevancia d’aquest acid gras explica la presencia a nivell neuronal dels mecanismes necessaris per a
la seva biosintesis i la seva capacitat de mantenir activament el seu propi perfil composicional en

acids grassos, per a la seva adaptaci6 a les diferents necessitats en cada una de les regions.

3. Seguint un eix caudo-cranial de les regions del SNC estudiades existeix un augment de la
susceptibilitat a Poxidacié. Malgrat aixo, els nivells de dany proteic derivat de lipoxidacié sén els
més baixos en les regions més cranials indicant que existeixen eficagcos mecanismes de regulacié de
la lesié lipoxidativa a nivell neuronal (Nrf2) i una alta capacitat d’adaptacié del teixit a les seves

necessitats, reduint el nivell basal del dany oxidatiu.

4. ’escorca entorrinal, ’hipocamp 1 I'escorga frontal tenen un perfil metabolomic regié especific,
en el que s’observa una major proximitat metabolica entre les regions de I'escor¢a entorrinal i
I’hipocamp respecte I'escorca frontal. En aquest sentit, I'escor¢a frontal humana presenta un
augment de la densitat neuronal, juntament amb una disminucié concomitant de les cellules de la
glia en comparacié amb les regions de I'escorca entorrinal i ’hipocamp, fet que suggereix que

P’escorca frontal té una menor demanda metabolica respecte les altres dues regions.

5. Les concentracions de metabolits relacionats amb rutes bioenergétiques i del metabolisme d'un
carboni (particularment restringit al cicle de la metionina) sén menors en l'escor¢a frontal respecte
Pescorca entorrinal i Phipocamp. Aquestes troballes, juntament amb una disminucié de les
modificacions post-traduccionals com és la succinacid, una millor capacitat antioxidant i un menor
nivell de senyalitzacié via mTOR també en l'escor¢a frontal suggereixen que aquesta regié del
cervell té un perfil metabolic neuroprotector i és especialment resistent a 'estreés en comparacié a

l'escorca entorrinal i 'hipocamp.
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CONCLUSIONS

6. L’escorca frontal humana presenta alteracions en el perfil composicional en acids grassos de les
membranes lipidiques especialment disminuint el contingut en AGPI, AA i DHA, associades amb
P’edat. Aquesta variacié no sembla ser conseqiiencia d’una desregulacié dels mecanismes implicats
en la biosintesis dels acids grassos sind que els resultats obtinguts suggereixen que aquesta variacid
es pot deure a l'activacié de mecanismes antiinflamatoris i neuroprotectors, tals com el citocrom
p450 generador d’epoxigenases a partir del metabolisme del DHA, per tal de pal-liar els efectes de

Paugment de P'edat.

7. L’envelliment de I'escor¢a frontal humana s’associa a un augment del dany oxidatiu proteic i
derivat de glicoxidacié. Aquest augment és coincident amb una disminucié en el contingut dels
complexes de la cadena respiratoria mitocondrial (del 1 al IV). A més, els nostres resultats
suggereixen que el deteriorament de I'homeostasi de l'estrés oxidatiu durant l'envelliment indueix
una resposta d'adaptaci6 dels mecanismes de tresistencia a estres en base a una expressio sostinguda
del factor neuroprotector REST, i la disminucié de contingut d'Akt i mTOR al llarg de la vida

adulta per tal de preservar la funcié neuronal cel-lular.

8. Als 60 anys d’edat es produeix un punt d’inflexi6 -break point- en el qual les trajectories temporals
del dany oxidatiu proteic i derivat de glicoxidaci6, aixi com canvis a nivell d’enzims implicats en
estats anti-inflamatoris, neuroprotectors i de supervivencia, canvien en l'escorca frontal humana

expressant un augment progressiu de dany proteic.

9. Les rates velles (26 mesos) soén capaces de respondre a una restriccié de metionina del 80 % a
curt plag mitjan¢ant una adaptacié metabolica a nivell plasmatic 1 hepatic, la qual sembla contribuir

a una major resistencia enfront a 'estrés oxidatiu.

10. Regions del SNC de rates velles (26 mesos) no mostren canvis respecte a rates d’edat adulta (8
mesos) a nivell del perfil composicional en acids grassos de les membranes lipidiques i dels

marcadors de dany oxidatiu proteic 1 dany proteic derivat de glico i lipoxidacio.

11. Una restriccié de metionina del 80 % a curt plag aplicada en rates velles (26 mesos) no mostra
canvis en el perfil composicional en acids grassos de les membranes lipidiques en les diferents
regions del SNC de rata, i tampoc en els nivells dels marcadors de dany oxidatiu proteic i dany

proteic derivat de glico i lipoxidacio.
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13. ANNEX

13.1. ANNEX1

ANNEX

A continuacié s’adjunten els outputs de I'analisi multivariant no lineal GAM generats amb les

variables sexe i temps post-mortem.

Formula:
LMC ~ s(Age, k= 3, bs = "ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 18.287718 0.050789 360.072 <2e-16 ***
SexeMALE 0.027969 0.048871 0.572  0.569
PMdelay 0.001336 0.005800 0.230 0.819

Signif. codes: 0 “***0.001 **’ 0.01*0.050.1°"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.568 2  4.56 0.00502 **

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01“*” 0.05°0.1°"1

R-sg.(adj)= 0.121 Deviance explained = 17.3%
GCV =0.037445 Scale est. =0.034641 n=61

Formula:
AGS ~ s(Age, k=3, bs ="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 45.74816 1.25996 36.309 <2e-16 ***
SexeMALE 1.87860 1.21240 1.549 0.127
PMdelay 0.01826 0.14389 0.127 0.899

Signif. codes: 0 *** 0.001 **’ 0.01*’0.050.1"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.536 2 4.321 0.0059 **

Signif. codes: 0 “***’0.001 **’ 0.01*’0.05°0.1°"1

R-sq.(adj)= 0.123 Deviance explained = 17.4%
GCV =23.045 Scaleest.=21.331 n=61

Formula:
AGI~s(Age, k=3, bs ="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 54.25184 1.25996 43.058 <2e-16 ***
SexeMALE -1.87860 1.21240 -1.549 0.127
PMdelay -0.01826 0.14389 -0.127 0.899

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 **’ 0.01 “*’0.05/0.1""1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F  p-value
s(Age)1.536 2 4.321 0.0059 **

Signif. codes: 0 ***0.001 **’ 0.01*'0.050.1°"1

R-sq.(adj)= 0.123 Deviance explained = 17.4%
GCV =23.045 Scaleest.=21.331 n=61
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Formula:
AGMI ~ s(Age, k =3, bs ="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:
Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])

(Intercept) 30.4129 1.1743 25.899 <2e-16 ***
SexeMALE -2.0529 1.1291 -1.818 0.0742.
PMdelay -0.1120 0.1348 -0.831 0.4097

Signif. codes: 0 *** 0.001 **’ 0.01“*’0.050.1°"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)0.3263 2 0.206 0.287

R-sq.(adj)= 0.0413 Deviance explained = 7.85%
GCV =20.037 Scaleest.=18.944 n=61
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Formula:
AGPI~ s(Age, k =3, bs ="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate  Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 23.68176 1.28860 18.378 <2e-16 ***
SexeMALE 0.40199 1.23999 0.324 0.747
PMdelay 0.09862 0.14738 0.669 0.506

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 **' 0.01*'0.0570.1""1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.184 2  1.517 0.0861.

Signif. codes: 0 “***' 0.001 **' 0.01"*" 0.05°/0.1“"1

R-sq.(adj)= 0.0273 Deviance explained = 7.89%
GCV =24.113 Scaleest.=22.459 n=61

Formula:
AGPIn3~ s(Age, k = 3, bs ="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 9.93151 0.78130 12.711 <2e-16***
SexeMALE -0.13264 0.75075 -0.177 0.860
PMdelay 0.05784 0.08984 0.644 0.522

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 **’ 0.01"* 0.0570.1°"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Ref.df F p-value
s(Age)3.28¢-09 2 0 0.375

R-sqg.(adj)= -0.0269 Deviance explained = 0.729%
GCV =8.8714 Scale est.=8.4351 n=6

Formula:
AGPIn6~ s(Age, k =3, bs ="ps", m =0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 13.78160 0.60518 22.773 <2e-16 ***
SexeMALE 0.53622 0.58235 0.921 0.361
PMdelay 0.03591 0.06913 0.520 0.605

Signif. codes: 0 “*** 0.001 **’ 0.01 " *'0.050.1°"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age) 1.499 2 3.489 0.0134*

Signif. codes: 0 “*** 0.001 **’ 0.01*'0.050.1°"1

R-sg.(adj)= 0.102 Deviance explained = 15.5%
GCV =5.3169 Scaleest.=4.9248 n=61

Formula:
IDE ~ s(Age, k = 3, bs ="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std. Error tvalue
(Intercept) 138.2351 5.9076 23.399
SexeMALE 0.5199 5.6849 0.091
PMdelay 0.4424 0.6754 0.655

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 **' 0.01"*'0.050.1°"1

Pr(>|t])
<2e-16 ***
0.927
0.515

Approximate significance of smooth terms:
edf Ref.df F  p-value
s(Age)1.277 2 1.959 0.0545.

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 **’ 0.01*'0.05%70.1°"1

R-sq.(adj)= 0.039 Deviance explained = 9.15%
GCV =506.77 Scaleest.=471.23 n=61

Formula:
IP~s(Age, k=3, bs ="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 123.0593 7.8446 15.687 <2e-16 ***
SexeMALE 3.8291 7.5479 0.507 0.614
PMdelay 0.7044 0.8982 0.784 0.436

Signif. codes: 0 “***' 0,001 **' 0.01 "*" 0.05°70.1°"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Ref.df F  p-value
s(Age)0.9214 2 0.892 0.153

R-sq.(adj)= 0.0136 Deviance explained = 6.16%
GCV =893.83 Scaleest.=836.37 n=61
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Formula:
SAG ~ s(Age, k=3, bs ="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 5154.60 801.08 6.435 1.81e-07 ***
SexeMALE 1366.65 801.67 1.705 0.0968.
PMdelay -66.70 86.52 -0.771 0.4458

Signif. codes: 0 “**' 0.001 “**' 0.01"*'0.0570.1°"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.895 2 27.36 4.75e-09 ***

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01"*' 0.05”0.1"" 1

R-sq.(adj)= 0.573 Deviance explained = 61.4%
GCV =6.962e+06 Scale est. = 6.1307e+06 n=41
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Formula:
SAAA ~ s(Age, k = 3, bs = "ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:
Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])

(Intercept) 198.459 39.304 5.049 1.28e-05***
SexeMALE -44.180 39.333 -1.123 0.269
PMdelay -1.261 4,245 -0.297 0.768

Signif. codes: 0 “***' 0.001 **' 0.01* 0.05°0.1°"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.878 2 21.62 1.23e-07 ***

Signif. codes: 0 “***' 0.001 **' 0.01“*' 0.05°70.1°"1

R-sg.(adj)= 0.541 Deviance explained = 58.5%
GCV = 16757 Scaleest.=14763 n=41

Formula:
CEL~ s(Age, k=3, bs="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:
Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])

(Intercept) 335.273 54.138 6.193 3.7e-07 ***
SexeMALE -31.756 54.175 -0.586 0.561
PMdelay -2.274 5.851 -0.389 0.700

Signif. codes: 0 “***' 0.001 **' 0.01 “*' 0.05°0.1""1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.67 2 7.348 0.000722 ***

Signif. codes: 0 “***' 0.001 **' 0.01“*" 0.050.1""1

R-sq.(adj)= 0.274 Deviance explained = 34.1%
GCV = 31750 Scale est.=28134 n=41

Formula:
CML ~ s(Age, k =3, bs = "ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 1059.695 82.675 12.818 4.23e-15 ***
SexeMALE -8.797 82.714 -0.106 0.916
PMdelay -4.336 8.941 -0.485 0.631

Signif. codes: 0 “***' 0.001 ** 0.01"* 0.05°70.1°"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.401 2 3.177 0.0173*

Signif. codes: 0 “***' 0.001 ** 0.01"*' 0.05°0.1°"1

R-sq.(adj)= 0.115 Deviance explained= 19%
GCV = 73912 Scale est.=65979 n=41

Formula:
CMC ~ s(Age, k = 3, bs = "ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 221.637 26.990 8.212 7.23e-10 ***
SexeMALE 0.805 26.979 0.030 0.976
PMdelay -3.258 2.924 -1.115 0.272

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 **' 0.01*/0.05%70.1""1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F  p-value
s(Age)0.9133 2 1.013 0.123

R-sq.(adj)= 0.0345 Deviance explained = 10.5%
GCV =7851.9 Scaleest.=7102.4 n=41
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Formula:
SC ~ s(Age, k=3, bs ="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 77.7200 13.3325 5.829 1.06e-06 ***
SexeMALE -8.5682 13.3261 -0.643 0.524
PMdelay 0.1785 1.4443 0.124 0.902

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 **' 0.01 " *"0.050.1°"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F  p-value
s(Age) 0.8891 2 0.952 0.132

R-sq.(adj)= 0.00477 Deviance explained = 7.66%
GCV =1915.7 Scaleest.=1734 n=41
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13.2 ANNEX 2

A continuacié s’adjunten els outputs del model lineal amb segmentacié generats per tal de

determinar I’edat aproximada en la qual les variables en termes de composicié d’acids grassos i de

dany oxidatiu proteic mostren un punt d’inflexio.

Call:
segmented.Im(obj= ImLMC, seg.Z = ~Age, psi = list(Age = ¢(60)),
control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est.  St.Err
52.160 3.606

t value for the gap-variable(s) V: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 17.37804 0.79780 21.782 <2e-16 ***
Age 0.02107 0.016e61 1.268 0.21
Ul.Age -0.03031 0.01690 -1.794 NA

Signif. codes: 0 “***' 0.001 ** 0.01"*0.05"0.1""1

Residual standard error: 0.1827 on 57 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.1951, Adjusted R-squared:0.1527

Convergence attained in 4 iterations with relative change 0

Call:
segmented.Im(obj = ImAGS, seg.Z = ~Age, psi = list(Age = ¢(60)),
control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est. St.Err
59.570 7.589

t value for the gap-variable(s)V: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 52.7803 12.2885 4.295 6.87e-05 ***
Age -0.1516 0.2451 -0.618 0.539
Ul.Age 0.4118 0.2673 1.541 NA

Signif. codes: 0 “***' 0.001 “**' 0.01 " 0.0570.1°"1

Residual standard error: 4.669 on 57 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.148, Adjusted R-squared:0.1031

Convergence attained in 2 iterations with relative change 0

Call:
segmented.Im(obj= ImAGI, seg.Z = ~Age, psi = list(Age = c(60)),
control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est. St.Err
59.570 7.589

t value for the gap-variable(s)V: 0
Meaningful coefficients of the linear terms:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 47.2197 12.2885 3.843 0.000309 ***
Age 0.1516 0.2451 0.618 0.538776
Ul.Age -0.4118 0.2673 -1.541 NA
Signif. codes: 0 “***' 0.001 **' 0.01*"0.0570.1°"1

Residual standard error: 4.669 on 57 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.148, Adjusted R-squared:0.1031

Convergence attained in 2 iterations with relative change 0
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Call:
segmented.Im(obj= ImMAGMI, seg.Z = ~Age, psi = list(Age = ¢(60)),
control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est.  St.Err
75.850 8.014

t value for the gap-variable(s) V: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t|)
(Intercept) 34.20513 3.86326 8.854 2.68e-12***
Age -0.09130 0.06178 -1.478 0.145
Ul.Age 0.29684 0.31280 0.949 NA

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “** 0.01"*'0.05°70.1°"1

Residual standard error: 4.459 on 57 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.04426, Adjusted R-squared:-0.006041

Convergence attained in 3 iterations with relative change
2.007406e-16



Call:
segmented.lm(obj = IMAGPI, seg.Z = ~Age, psi = list(Age =
c(60)), control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est. St.Err
76.370 6.345

t value for the gap-variable(s)V: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 24.883240 3.859568 6.447 2.64e-08 ***
Age 0.007178 0.060821 0.118 0.906
Ul.Age -0.569352 0.486401 -1.171 NA

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “**'0.01“*"0.0570.1°"1

Residual standard error: 4.629 on 57 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.1184, Adjusted R-squared: 0.07204

Convergence attained in 4 iterations with relative change 0

ANNEX

Call:
segmented.Im(obj= ImMAGPIn3, seg.Z = ~Age, psi = list(Age=
c¢(60)), control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est.  St.Err
75.020 6.059

t value for the gap-variable(s)V: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 8.80345 2.45837 3.581 0.000708 ***
Age 0.02861 0.03931 0.728 0.469785
Ul.Age -0.26879 0.19905 -1.350 NA

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 **' 0.01‘**0.05°°0.1°"1

Residual standard error: 2.837 on 57 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.06889, Adjusted R-squared: 0.01988

Convergence attained in 3 iterations with relative change
-1.247362e-16

Call:
segmented.Im(obj= ImMAGPIn6, seg.Z = ~Age, psi = list(Age =
¢(60)), control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est.  St.Err
75.900 4.539

t value for the gap-variable(s)V: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 15.84545 1.89452 8.364 1.71e-11 ***
Age -0.01712 0.03030 -0.565 0.574
Ul.Age -0.25608 0.15340 -1.669 NA

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “**"0.01"*’0.050.1""1

Residual standard error: 2.187 on 57 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.1722, Adjusted R-squared: 0.1286

Convergence attained in 4 iterations with relative change 0

Call:

segmented.Im(obj= ImIDE, seg.Z = ~Age, psi = list(Age = c(60)),

control = seg.control{it.max = 10, display = TRUE))
Estimated Break-Point(s):
Est.  St.Err
78.400 3.939
t value for the gap-variable(s)vV: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 149.0000 17.6731 8.431 1.33e-11 ***
Age -0.0644 0.2785 -0.231 0.818
Ul.Age -3.2811 2.2273 -1.473 NA

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 **'0.01"*'0.0570.1""1

Residual standard error: 21.2 on 57 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.1297, Adjusted R-squared: 0.08386

Convergence attained in 2 iterations with relative change 0

Call:
segmented.Im(obj= ImIP, seg.Z = ~Age, psi = list(Age = c(60)),
control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est.  St.Err
77.370 5.107

t value for the gap-variable(s) V: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 130.56799 23.51046 5.554 7.65e-07 ***
Age 0.05768 0.37049 0.156 0.877
Ul.Age -3.82514 2.96290 -1.291 NA

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 “**' 0.01 “*' 0.05°0.1°"1

Residual standard error: 28.2 on 57 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.1092, Adjusted R-squared: 0.06232

Convergence attained in 2 iterations with relative change -
1.6056e-16
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Call:
segmented.Im(obj = ImSAG, seg.Z = ~Age, psi = list(Age = c(60)),
control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est.  St.Err
62.640 6.794

t value for the gap-variable(s) V: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:
Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t|)
(Intercept) 841.72 6119.54 0.138 0.891
Age 39.43 119.93 0.329 0.744
Ul.Age 275.16 13899 1.980 NA

Residual standard error: 2553 on 37 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.58, Adjusted R-squared: 0.5459

Convergence attained in 5 iterations with relative change -1.236086e-16

Call:
segmented.Im(obj = ImSAAA, seg.Z = ~Age, psi = list(Age = c(60)),
control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est. St.Err
63.770 5.641

t value for the gap-variable(s) V: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:
Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 46.188 292.068 0.158 0.875
Age 0.105 5.724 0.018 0.985
Ul.Age 16.412 6.634 2474 NA

Residual standard error: 121.8 on 37 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.5727, Adjusted R-squared: 0.538

Convergence attained in 4 iterations with relative change 0

Call:
segmented.Im(obj = ImCEL, seg.Z = ~Age, psi = list(Age = ¢c(60)),
control = seg.control(it.max = 10, display = TRUE))

Estimated Break-Point(s):
Est.  St.Err
63.60 20.44

t value for the gap-variable(s) V: 0

Meaningful coefficients of the linear terms:
Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])

(Intercept) -50.532  398.602 -0.127 0.900

Age 4.756 7.812 0.609 0.546

Ul.Age 6.146 9.054 0.679 NA

Residual standard error: 166.3 on 37 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.3403, Adjusted R-squared: 0.2868

Convergence attained in 4 iterations with relative change 2.27617e-16
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ANNEX

13.3. ANNEX 3

Figura S1. Imatges representatives de les immunotransferéncies en escorca frontal humana de diferents
décades d’edat en gels de 26 pouets.

Figura S2. Imatges representatives de les immunotransferéncies en escorca frontal humana de diferents
décades d’edat en 2 gels consecutius de 15 pouets.

233



ANNEX:

13.4. ANNEX 4

Medul-la lumbar

Taula S1. Perfil composicional en acids grassos de la medul-la lumbar de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 1,92 £ 0,04 1,86 * 0,05 1,86 + 0,07
16:0 15,02 + 0,28 15,68 + 0,22 15,71 % 0,23
16:1n-7 0,46 * 0,03 0,55 * 0,04 0,59 0,04 %
18:0 13,59 £ 0,16 14,05 * 0,20 14,06 + 0,07
18:1n-9 35,00 £ 0,45 34,76 £ 0,34 34,58 0,28
18:2n-6 0,97 + 0,05 1,21+ 0,07 > 1,35+0,07%
18:3n-6 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00
18:3n-3 0,02 * 0,00 0,02 + 0,00 0,02 * 0,00
18:4n-3 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00
20:0 1,81+ 0,10 1,61+ 0,08 1,58 + 0,06
20:1n-9 9,23 % 0,47 8,88 + 0,38 8,86 * 0,37
20:2n-6 0,41+ 0,01 0,34 +0,012" 0,35+0,01%
20:3n-6 0,37 * 0,01 0,37 + 0,01 0,38 * 0,01
20:4n-6 5,20 + 0,08 5,41+ 0,07 5,61%0,06%
20:5n-3 0,03 * 0,00 0,04 + 0,00 > 0,04 * 0,00
22:0 1,93 + 0,09 1,61+ 0,05 1,72 £ 0,07
22:1n-9 1,12 £ 0,04 1,03 + 0,02 0,98 0,022
22:4n-6 2,07 £ 0,04 1,86 £ 0,05 % 1,84 +0,02 7"
22:5n-6 0,16 + 0,02 0,19 * 0,01 0,19 * 0,01
22:5n-3 0,13 * 0,01 0,14 * 0,01 0,16 + 0,01
22:6n-3 3,33+ 0,05 3,37 0,09 3,48 £ 0,08
24:0 2,20 £ 0,12 2,24 * 0,11 2,14 + 0,11
24:1 3,52 0,09 3,58 + 0,11 3,45 * 0,10
24:5n-3 0,02 * 0,00 0,02 + 0,00 0,02 * 0,00
24:6n-3 1,26 £ 0,08 1,07 £ 0,04 1,14 £ 0,04

Composicié en acids grassos de la medul-la lumbar de rata en I’experiment de restriccié de metionina en
envelliment. Els valors representat estan expressats com a mitjana = SEM de 7-8 animals. ® comparant Velles i
Velles RMet respecte el grup de rates adultes; ® comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p <

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Taula S2. indexs derivats de la composicié en acids grassos de la medul-la lumbar de rata.

Adultes Velles Velles RMet
LMC 18,68 £ 0,06 18,61+ 0,07 18,68 £ 0,02
AGS 36,46 = 0,28 36,84 + 0,32 36,87 £ 0,31
AGI 62,75 * 0,54 62,84 £ 0,22 63,06 + 0,28
AGMI 49,19 £ 0,29 48,81+ 0,21 48,45 + 0,37
AGPI 13,98 * 0,15 14,04 * 0,18 14,61+ 0,13 2"
AGPIn-3 4,83 + 0,12 4,68 + 0,11 4,87 + 0,10
AGPI n-6 9,15 + 0,09 9,36 * 0,12 9,74 £ 0,10 23 P*
IDE 111,46 + 0,94 110,69 + 0,85 112,73 £ 0,58
IP 71,27 £ 0,94 70,40 +1,03 73,03+ 0,93
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Taula S3. Estimacié de P’activitat desaturasa de la medul-la lumbar de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,03 * 0,00 0,04 * 0,00 0,04 0,00 %
A9 (n-9) 18:1/18:0 2,58 + 0,05 2,48 + 0,05 2,45+ 0,03
A8 (n-6) 20:3/20:2 0,90 * 0,03 1,09 * 0,05 % 1,11+ 0,06 %
A5 (n-6) 20:4/20:3 13,97 + 0,35 14,81+ 0,48 14,72 £ 0,26
A6 (n-3) 24:6/24:5 56,01+ 3,68 49,17 £ 2,32 52,83 +2,36
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,30 + 0,07 1,23 £ 0,07 1,23 £ 0,04
Taula S4. Estimacié de Pactivitat elongasa de la medul-la lumbar de rata.
Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,27 £ 0,02 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01
Elovl 6 0,91+ 0,02 0,90 * 0,02 0,90 * 0,01
Elovl 1-3-7 0,13 + 0,01 0,11 % 0,01 0,11+ 0,00
Elovl 1-3-7 1,08 £ 0,06 1,04 + 0,04 1,10 + 0,06
Elovl 1-3-7 1,14 + 0,05 1,40 £ 0,072 1,24 + 0,04
Elovl 5 (n-6) 0,43 % 0,02 0,29%0,03% 0,26+ 0,022
Elovl 2-5 (n-6) 0,40 * 0,01 0,34%0,01%" 0,33+0,01%
Elovl2-5 (n-3) 4,04 % 0,29 3,98 0,27 4,45 0,28
Elovl2 (n-3) 0,17 + 0,01 0,16 + 0,02 0,14 * 0,01
Taula Ss. Estimacio de I’activitat B-oxidacié Peroxisomal de la medul-la lumbar de rata.
Adultes Velles Velles RMet
‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 2,37 £ 0,37 3,18 £ 0,12 3,05 + 0,08
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ANNEX:

Medul-la toracica

Taula S6. Perfil composicional en acids grassos de la medul-la toracica de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 2,12 £ 0,06 1,40 0,29 2,07 + 0,06 >
16:0 13,30 + 0,10 13,22 + 0,21 13,51 + 0,22
16:1n-7 0,25 * 0,01 0,32+ 0,02 0,32 * 0,03
18:0 13,74 + 0,15 14,59 £ 0,23 %" 14,46 £ 0,22 %
18:1n-9 33,07 £ 0,47 32,28 £ 0,33 31,59 + 0,21 a*
18:2n-6 0,79 + 0,05 1,02 0,04 % 1,12 0,09 "
18:3n-6 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00
18:3n-3 0,02 + 0,00 0,03 + 0,00 0,03 + 0,00
18:4n-3 0,02 *+ 0,00 0,03 + 0,00 0,03 + 0,00
20:0 2,22 0,07 2,15+ 0,07 2,19 + 0,07
20:1n-9 13,38 + 0,36 13,75 £ 0,30 13,88 £+ 0,15
20:2n-6 0,55 * 0,02 0,45+ 0,023 0,46 + 0,01
20:3n-6 0,36 * 0,01 0,33 % 0,02 0,32 * 0,01
20:4n-6 4,35 % 0,10 4,42 + 0,09 4,26 + 0,07
20:5n-3 0,03 * 0,00 0,04 * 0,00 0,03 + 0,00
22:0 1,68 + 0,03 1,64 + 0,03 1,69 + 0,03
22:1n-9 1,20 % 0,02 1,07%0,03 %" 1,05+ 0,02
22:4n-6 2,47 * 0,04 2,32+0,06 2,16 £ 0,02 3P
22:5n-6 0,15 * 0,01 0,26 +0,02% 0,22 +0,02%
22:5n-3 0,09 * 0,00 0,08 0,00 0,07 + 0,00
22:6n-3 2,72+ 0,09 2,68 £ 0,08 2,52 + 0,03
24:0 1,73 £ 0,08 1,88 + 0,06 1,88 £ 0,06
24:1 4,05 * 0,11 4,62+ 0,15 % 4,72 0,157
24:5n-3 0,02 + 0,00 0,03 0,00 0,03 0,00
24:6n-3 1,50 % 0,06 1,40 + 0,06 1,46 + 0,05

Composicié en acids grassos de la medul-la toracica de rata en I’experiment de restriccié de metionina en
envelliment. Els valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ? comparant Velles i
Velles RMet respecte el grup de rates adultes; ® comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p <

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Taula S7. indexs derivats de la composicié en acids grassos de la medul-la toracica de rata.

Adultes Velles Velles RMet
LMC 18,76 * 0,05 18,89 £ 0,03 18,79 + 0,08
AGS 34,81+ 0,15 34,89 + 0,31 35,53 + 0,27
AGI 64,83 £ 0,25 65,11+ 0,31 63,98 + 0,44
AGMI 51,77 £ 0,40 52,04 * 0,40 51,60 0,37
AGPI 13,06 + 0,24 13,07 £ 0,27 12,26 0,32
AGPI n-3 4,41 % 0,12 4,27 + 0,11 4,22 + 0,03
AGPI n-6 8,65 * 0,15 8,80 £ 0,18 8,09 £ 0,30
IDE 109,67 £ 0,77 109,54 * 0,97 106,09 £ 1,34
IP 66,19 £ 1,20 65,50 * 1,31 63,05 + 0,71
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Taula S8. Estimacié de I’activitat desaturasa de la medul-la toracica de rata.

Adultes Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,02 * 0,00 0,02 + 0,00 0,02 * 0,00
A9 (n-9) 18:1/18:0 2,41+ 0,04 2,22 0,05 2,19+ 0,03
A8 (n-6) 20:3/20:2 0,65 + 0,02 0,73 £ 0,03 0,70 + 0,02
A5 (n-6) 20:4/20:3 12,26 + 0,37 13,59 + 0,60 12,92 + 0,21
A6 (n-3) 24:6/24:5 67,85 + 3,70 53,46 + 4,26 % 54,68 +2,61%
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,30 £ 0,08 1,01+ 0,09 1,13 £ 0,13
Taula S9. Estimacié de I'activitat elongasa de la medul-la toracica de rata.

Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,41+ 0,02 0,43 £ 0,01 0,44 * 0,01
Elovl 6 1,03 % 0,01 1,11+ 0,03 1,07 £ 0,03
Elovl 1-3-7 0,16 * 0,01 0,15 * 0,01 0,15 * 0,01
Elovl 1-3-7 0,76 £ 0,03 0,77 * 0,02 0,78 + 0,02
Elovl 1-3-7 1,03+ 0,04 1,15 £ 0,04 1,11+ 0,02
Elovl 5 (n-6) 0,72 + 0,05 0,45+0,02% 0,43%0,03%
Elovl 2-5 (n-6) 0,57 * 0,01 0,53 + 0,01 0,51+0,01%"
Elovl2-5 (n-3) 2,65+ 0,11 2,25+ 0,18 2,15+ 0,04
Elovl2 (n-3) 0,26 * 0,02 0,31+ 0,05 0,38 +0,01%"

Taula S10. Estimacié de I’activitat B-oxidacié Peroxisomal de la medul-la toracica de rata.

‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6

Adultes
1,82 + 0,09

Velles
1,94 £ 0,09

Velles RMet

1,74 + 0,06
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ANNEX:

Medul-la cervical

Taula S11. Perfil composicional en acids grassos de la medul-la cervical de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 2,57 * 0,05 2,28 0,09 2,26 £0,06
16:0 13,34 + 0,16 13,34 + 0,08 13,08 + 0,14
16:1n-7 0,23 0,01 0,27 + 0,01 0,26 * 0,01
18:0 14,56 * 0,14 15,01+ 0,16 14,97 * 0,12
18:1n-9 33,10 * 0,51 32,77 % 0,35 31,93+ 0,32
18:2n-6 0,71+ 0,03 0,93+0,04% 0,99 + 0,037
18:3n-6 0,01 0,00 0,01+ 0,00 0,01 £ 0,00
18:3n-3 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00
18:4n-3 0,02 * 0,00 0,03 0,00 0,03 % 0,00
20:0 2,19 £ 0,10 2,03+ 0,07 2,16 + 0,09
20:1n-9 12,88 £ 0,41 12,80 + 0,19 13,06 * 0,22
20:2n-6 0,48 + 0,01 0,40 +0,02%" 0,40 + 0,01
20:3n-6 0,32 * 0,01 0,312 0,01 0,32 % 0,01
20:4n-6 4,18 £ 0,08 4,47 £ 0,06 4,39 0,09
20:5n-3 0,03 * 0,00 0,04 % 0,00 0,04 * 0,00 ¥ 0%
22:0 1,72 £ 0,03 1,58 +0,01% 1,65 + 0,03
22:1n-9 1,20 + 0,03 1,14 £ 0,04 1,10 £ 0,03
22:4n-6 2,31+ 0,04 2,16 £ 0,08 2,12+ 0,04
22:5n-6 0,17 £ 0,02 0,24 * 0,01 0,23 % 0,02
22:5n-3 0,07 * 0,00 0,08 0,01 0,07 * 0,00
22:6n-3 2,60 * 0,07 2,92 + 0,10 2,91+ 0,10
24:0 1,76 £ 0,05 1,74 + 0,06 1,75 * 0,05
24:1 4,19 + 0,12 4,46 + 0,13 4,78 0,13
24:5n-3 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 + 0,00
24:6n-3 1,17 £ 0,09 1,15 * 0,07 1,44 *+ 0,05 25 P"

Composicié en acids grassos de la medul-la cervical de rata en I'experiment de restriccié de metionina en
envelliment. Els valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ? comparant Velles i
Velles RMet respecte el grup de rates adultes; ® comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p <

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Taula S12. indexs derivats de la composicié en acids grassos de la medul-la cervical de rata.

Adultes Velles Velles RMet ‘

LMC 18,70 * 0,05 18,79 + 0,02 18,85+ 0,01

AGS 36,14 £ 0,13 35,69 £ 0,29 35,87 £ 0,23

AGI 63,48 £ 0,27 64,17 £ 0,22 64,13 £ 0,23

AGMI 51,45 + 0,28 51,44 * 0,27 51,13 £ 0,30

AGPI 12,03+ 0,30 12,73 + 0,30 12,99 £ 0,24

AGPI n-3 3,94 + 0,15 4,26 £ 0,15 4,53 + 0,14 o

AGPI n-6 8,09 £ 0,16 8,47 £ 0,16 8,46 £ 0,13

IDE 104,86 £ 1,22 107,86 £ 1,28 109,05 * 1,09

IP 61,09 £ 1,60 64,54 +1,72 66,52 + 1,53
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ANNEX

Taula S13. Estimacid de I’activitat desaturasa de la medul-la cervical de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,02 * 0,00 0,02 +0,00 % 0,02 * 0,00
A9 (n-9) 18:1/18:0 2,28 £ 0,04 2,19+ 0,03 2,13+0,03 %
A8 (n-6) 20:3/20:2 0,66 * 0,01 0,78 0,03 %" 0,79 0,022
A5 (n-6) 20:4/20:3 13,22 + 0,38 14,58 + 0,45 13,85 + 0,48
A6 (n-3) 24:6/24:5 58,90 % 5,72 47,43 * 4,19 59,93 £ 5,13
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,37+ 0,16 1,41+ 0,09 1,30 + 0,09
Taula S14. Estimaci6 de I’activitat elongasa de la medul-la cervical de rata.
Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,39 *+ 0,02 0,39 * 0,01 0,40 * 0,00
Elovl 6 1,09 + 0,02 1,13 £0,02 1,14 + 0,01 a
Elovl 1-3-7 0,15 * 0,01 0,14 * 0,01 0,14 + 0,01
Elovl1-3-7 0,80 * 0,03 0,78 £ 0,02 0,77 0,02
Elovl 1-3-7 1,02 0,03 1,11+ 0,04 1,06 * 0,03
Elovl 5 (n-6) 0,69 * 0,02 0,43 0,02 0,410,012
Elovl 2-5 (n-6) 0,55 * 0,01 0,48 0,02 0,48 0,01
Elovl2-5 (n-3) 2,50 0,12 2,28 + 0,17 1,95+ 0,08
Elovl2 (n-3) 0,28 + 0,02 0,30 % 0,01 0,34 +0,01%"
Taula S15. Estimacié de Pactivitat -oxidacié Peroxisomal de la medul-la cervical de rata.
Adultes Velles Velles RMet
‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 2,28 + 0,12 2,57 + 0,12 2,07 £ 0,02 "
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ANNEX:

Bulb raquidi
Taula S16. Perfil composicional en acids grassos del bulb raquidi de rata.
Adultes Velles Velles RMet

14:0 0,42 * 0,01 0,39 0,01 0,39 + 0,02
16:0 13,14 £ 0,16 13,31+ 0,13 13,26 * 0,11
16:1n-7 0,34 * 0,01 0,38+0,01% 0,38%0,01%"
18:0 14,78 + 0,13 15,31+ 0,21 15,44 0,14 %
18:1n-9 33,27 £ 0,32 33,16 £ 0,27 32,56 + 0,21
18:2n-6 0,84 % 0,03 0,98 + 0,05 1,09 £0,04 %
18:3n-6 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,02+0,00%"
18:3n-3 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,02+ 0,00
18:4n-3 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 * 0,00
20:0 1,42 * 0,07 1,45+ 0,08 1,52 + 0,07
20:1n-9 9,15 * 0,45 9,23+ 0,29 9,65 * 0,23
20:2n-6 0,37 * 0,01 0,32 + 0,02 0,32+ 0,01
20:3n-6 0,34 + 0,01 0,35 * 0,01 0,37 * 0,01
20:4n-6 6,35 + 0,12 6,27 £ 0,09 6,19 * 0,07
20:5n-3 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
22:0 1,39 £ 0,03 1,31+ 0,02 1,38 £ 0,03
22:1n-9 1,06 + 0,04 0,95 * 0,01% 0,99 * 0,02
22:4n-6 2,76 0,03 2,47 0,09 2,36+ 0,037
22:5n-6 0,31%0,03 0,36 + 0,04 0,31+ 0,02
22:5n-3 0,09 * 0,00 0,08 0,00 0,09 * 0,00
22:6n-3 5,77 + 0,221 5,73+ 0,25 5,72+ 0,06
24:0 1,91+ 0,05 1,84 + 0,11 1,76 £ 0,06
24:1 3,80 £ 0,10 4,05 * 0,13 3,97 + 0,07
24:5n-3 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,03 * 0,00
24:6n-3 2,10 + 0,08 1,98 £ 0,07 2,14 £ 0,03

Composicié en acids grassos del bulb raquidi de rata en I’experiment de restriccié de metionina en envelliment.
Els valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ® comparant Velles i Velles RMet
respecte el grup de rates adultes; b comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p < 0,05, ** p <
0,01, ¥** p < 0,001.

Taula S17. indexs derivats de la composicié en acids grassos dl bulb raquidi de rata.

Adultes Velles Velles RMet
LMC 18,91+ 0,09 18,93 = 0,04 18,98 £ 0,01
AGS 32,82 0,42 33,54 * 0,25 33,75 = 0,19
AGI 66,80 + 0,19 66,25 0,19 66,24 £ 0,20
AGMI 47,48 £ 0,57 47,17 £ 0,24 47,55+ 0,24
AGPI 19,03 £ 0,30 18,64 + 0,39 18,69 + 0,11
AGPI n-3 8,05+ 0,18 7,89 0,28 8,04 + 0,07
AGPI n-6 10,99 * 0,15 10,76 £ 0,14 10,65 * 0,08
IDE 137,00 +1,07 135,14 = 1,62 135,24 + 0,48
P 105,31+ 1,87 102,98 +2,53 103,24 + 0,79
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Taula S18. Estimacié de I'activitat desaturasa del bulb raquidi de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,03 % 0,00 0,03%0,00" 0,03%0,00%
A9 (n-9) 18:1/18:0 2,23 + 0,02 2,17 + 0,04 2,11£0,02 %"
A8 (n-6) 20:3/20:2 0,91+ 0,03 1,10 £ 0,07 1,18 + 0,05 >
A5 (n-6) 20:4/20:3 18,67 + 0,41 18,20 + 0,42 16,92 + 0,50 2
A6 (n-3) 24:6/24:5 91,78 + 4,22 82,36 7,11 85,08 * 4,66
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,49 £ 0,05 1,35 £ 0,03 1,27 £ 0,06 &
Taula S19. Estimacié de Pactivitat elongasa del bulb raquidi de rata.

Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,28 + 0,02 0,28 + 0,01 0,30 £ 0,01
Elovl 6 1,13 £ 0,01 1,15 + 0,01 1,17 £ 0,01
Elovl 1-3-7 0,10 * 0,01 0,10 * 0,01 0,10 + 0,00
Elovl 1-3-7 0,99 * 0,05 0,92 + 0,04 0,92 + 0,03
Elovl 1-3-7 1,23+ 0,18 1,40 + 0,08 1,27 + 0,03
Elovl 5 (n-6) 0,45 * 0,02 0,300,02% 0,29 £0,01%"
Elovl 2-5 (n-6) 0,44 * 0,01 0,39+ 0,02% 0,380,012
Elovl2-5 (n-3) 2,38 £ 0,06 2,16 + 0,15 2,27 + 0,09
Elovl2 (n-3) 0,27 * 0,01 0,30 + 0,02 0,30 + 0,02

ANNEX

Taula S20. Estimacié de I'activitat B-oxidacié Peroxisomal del bulb raquidi de rata.

Adultes Velles Velles RMet
‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 2,79 + 0,18 2,90 £ 0,14 2,68 £ 0,03
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ANNEX:

Protuberancia

Taula S21. Perfil composicional en acids grassos de la protuberancia de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 0,41 0,01 0,36 * 0,02 0,33+ 0,01
16:0 12,59 £ 0,06 12,95 £ 0,09 % 12,65 * 0,05 >
16:1n-7 0,32 % 0,01 0,36 0,01 0,36 0,00
18:0 15,46 * 0,05 15,29 * 0,14 15,43 + 0,10
18:1n-9 32,46 £ 0,29 32,57 £ 0,31 32,54 + 0,20
18:2n-6 0,82 * 0,02 0,95+ 0,03+ 1,07 +0,04 %
18:3n-6 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00
18:3n-3 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00
18:4n-3 0,02 *+ 0,00 0,02 + 0,00 0,02 * 0,00
20:0 1,38 £ 0,06 1,53 + 0,03 1,50 = 0,08
20:1n-9 8,18 £ 0,24 8,36 £ 0,16 8,56 + 0,12
20:2n-6 0,37 + 0,01 0,31+ 0,02 0,32+0,01%"
20:3n-6 0,35 * 0,01 0,34 + 0,01 0,35 * 0,01
20:4n-6 6,27 0,08 6,18 + 0,05 6,18 + 0,08
20:5n-3 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
22:0 1,51+ 0,02 1,42+0,03% 1,46 + 0,02
22:1n-9 1,15 + 0,01 1,09 + 0,02 % 1,11% 0,01
22:4n-6 2,94 + 0,04 2,56 0,09 2,47 0,027
22:5n-6 0,33 * 0,03 0,36 + 0,03 0,32 * 0,02
22:5n-3 0,09 * 0,00 0,09 * 0,00 0,08 * 0,00
22:6n-3 5,59 £ 0,13 5,34 £ 0,17 5,54 £ 0,10
24:0 2,44 = 0,12 2,62 £ 0,15 2,28 £ 0,09
2411 4,74 +0,09 4,97 £0,17 4,79 % 0,11
24:5n-3 0,03 £ 0,00 0,02 * 0,00 0,02 +0,002"
24:6n-3 2,45+ 0,07 2,30 % 0,08 2,43 * 0,02

Composicié en acids grassos de la protuberancia de rata en I’experiment de restriccié de metionina en
envelliment. Els valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ? comparant Velles i
Velles RMet respecte el grup de rates adultes; ® comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p <

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Taula S22. indexs derivats de la composici6 en acids grassos de la protuberancia de rata.

Adultes Velles Velles RMet ‘

LMC 19,04 + 0,06 19,04 * 0,03 18,99 £ 0,09
AGS 33,72 £ 0,09 33,97 £ 0,16 33,82 £ 0,17
AGI 66,03 £ 0,24 65,88 + 0,18 65,87 £ 0,40
AGMI 46,71+ 0,37 47,35 * 0,26 47,32+ 0,27
AGPI 19,32 £ 0,26 18,53 + 0,33 18,56 * 0,39
AGPI n-3 8,23+ 0,18 7,82+ 0,23 8,18 £ 0,13

AGPI n-6 11,09 * 0,10 10,71+ 0,15 10,71+ 0,12
IDE 137,80 £ 1,08 134,36 = 1,56 133,18 £ 2,27
P 107,27 £1,64 102,37 £2,18 102,09 +2,97

242




Taula S23. Estimacié de I'activitat desaturasa de la protuberancia de rata.

ANNEX

Adultes Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,03 £ 0,00 0,03 * 0,00 0,03 + 0,00 %"
A9 (n-9) 18:1/18:0 2,10 + 0,03 2,13+ 0,03 2,11+ 0,02
A8 (n-6) 20:3/20:2 0,92 * 0,02 1,10 £ 0,023 1,12+0,03 %
As (n-6) 20:4/20:3 18,06 * 0,42 18,55 + 0,56 17,65 £ 0,45
A6 (n-3) 24:6/24:5 100,97 * 8,05 106,14 * 7,38 135,49 £5,76 % 2"
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,59 + 0,09 1,58 £ 0,13 1,57 £ 0,07
Taula S24. Estimacié de Pactivitat elongasa de la protuberancia de rata.
Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,25 * 0,01 0,26 + 0,01 0,26 = 0,01
Elovl 6 1,23 + 0,00 1,18 +0,01% 1,22 + 0,01 >
Elovl 1-3-7 0,09 * 0,00 0,10 + 0,00 0,10 * 0,00
Elovl 1-3-7 1,11+ 0,06 0,94+ 0,02 0,96 * 0,03
Elovl 1-3-7 1,61+ 0,06 1,85 % 0,11 1,60 * 0,04
Elovl 5 (n-6) 0,45 * 0,01 0,31+ 0,01% 0,29 £0,01%
Elovl 2-5 (n-6) 0,47 + 0,01 0,41+0,01%" 0,40 £ 0,00 %
ElovI2-5 (n-3) 2,34 * 0,08 2,09 * 0,11 1,98 + 0,04 >
Elovl2 (n-3) 0,27 + 0,02 0,25 + 0,01 0,22+0,01%
Taula S25. Estimacié de Pactivitat -oxidacié Peroxisomal de la protuberancia de rata.
Adultes Velles Velles RMet
‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 2,23 £ 0,04 2,33+0,08 2,30 + 0,03
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ANNEX:

Cerebel

Taula S26. Perfil composicional en acids grassos del cerebel de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 0,26 + 0,00 0,29%0,01°% 0,32+0,01%
16:0 17,93 £ 0,16 18,00 * 0,04 17,83 £ 0,14
16:1n-7 0,38 % 0,01 0,41+ 0,02 0,40 * 0,01
18:0 17,63 + 0,06 17,70 = 0,09 17,66 + 0,08
18:1n-9 26,00 £ 0,14 26,53 = 0,25 26,74 * 0,21 o
18:2n-6 1,14 £ 0,02 1,19 £ 0,04 1,37 0,05 % 70
18:3n-6 0,02 * 0,00 0,02 % 0,00 0,01 £ 0,00
18:3n-3 0,02 * 0,00 0,02 % 0,00 0,01£0,00%"
18:4n-3 0,03 * 0,00 0,03 % 0,00 0,03 % 0,00
20:0 0,70 * 0,04 0,83+0,01% 0,79 0,04
20:1n-9 4,06 + 0,14 4,48 +0,07 4,49 £0,10 %
20:2n-6 0,33 * 0,01 0,29 + 0,012 0,30 * 0,01
20:3n-6 0,312 0,01 0,30 % 0,01 0,32 % 0,01
20:4n-6 7,69 + 0,08 7,27 +0,09 % 7,36 +0,09 %
20:5n-3 0,04 + 0,00 0,04 0,00 % 0,04 + 0,00
22:0 0,74 * 0,02 0,75 *+ 0,01 0,76 * 0,02
22:1n-9 1,08 £ 0,09 1,01+ 0,02 1,03+ 0,03
22:4n-6 2,60 + 0,03 2,22+0,05% 2,22+0,05%
22:5n-6 0,43 * 0,03 0,45 * 0,03 0,41+ 0,03
22:5n-3 0,14 * 0,00 0,14 * 0,01 0,12 % 0,00
22:6n-3 13,43 * 0,12 12,96 + 0,14 12,89+ 0,17 %
24:0 1,11% 0,05 1,00 * 0,02 1,03 £ 0,02
24:1 2,26 + 0,05 2,54 + 0,10 2,41+ 0,08
24:5n-3 0,04 + 0,00 0,04 + 0,00 0,04 + 0,00
24:6n-3 1,31+ 0,04 1,38 + 0,03 1,45+ 0,03

Composicié en acids grassos del cerebel de rata en I’experiment de restriccié de metionina en envelliment. Els
valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ® comparant Velles i Velles RMet
respecte el grup de rates adultes; b comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p < 0,05, ** p <
0,01, ¥** p < 0,001.

Taula S27. indexs derivats de la composicié en acids grassos del cerebel de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet ‘

LMC 18,91+ 0,01 18,75 + 0,08 18,89 + 0,00

AGS 38,37 £ 0,17 38,35+ 0,16 38,24 £ 0,14

AGI 61,52 £ 0,15 61,41+ 0,12 61,58 £ 0,20

AGMI 33,64 + 0,35 35,27+ 0,16 % 35,01+0,33%

AGPI 27,53 + 0,19 26,05% 0,19 26,57+ 0,16

AGPI n-3 15,00 * 0,10 14,59 * 0,16 14,58 + 0,15

AGPI n-6 12,53 0,12 1,65+ 0,120 11,99 + 0,15 >

IDE 170,56 * 0,96 165,22+ 0,862 166,91+ 0,64 %

P 166,05 + 1,14 158,66 £1,08 ¥ 160,06 * 1,27 >
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Taula S28. Estimacié de 'activitat desaturasa del cerebel de rata.

ANNEX

Adultes Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00
A9 (n-9) 18:1/18:0 1,47 £ 0,01 1,50 * 0,02 1,51+ 0,02
A8 (n-6) 20:3/20:2 0,94 + 0,02 1,03+0,03 % 1,06 £ 0,032
As (n-6) 20:4/20:3 24,65 + 0,42 24,45 + 0,73 23,36 £ 0,63
A6 (n-3) 24:6/24:5 31,22 1,76 34,49 £1,58 36,78 +1,87
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,84 + 0,05 1,83+ 0,08 1,99 * 0,09
Taula S29. Estimacié de I'activitat elongasa del cerebel de rata.
Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,16 * 0,01 0,17 £ 0,00 0,17 £ 0,00
Elovl 6 0,98 £ 0,01 0,98 + 0,00 0,99 * 0,01
Elovl 1-3-7 0,04 * 0,00 0,05 + 0,00 a* 0,04 + 0,00
Elovl 1-3-7 1,09 + 0,05 0,91+ 0,012 0,97 + 0,04
Elovl 1-3-7 1,49 * 0,06 1,34 0,03 % 1,33£0,01%
Elovl 5 (n-6) 0,29 * 0,01 0,23+0,00% 0,22+0,00%
Elovl 2-5 (n-6) 0,34 * 0,00 0,31+ 0,01% 0,30£0,01%
Elovl2-5 (n-3) 3,76 £ 0,07 3,30+ 0,18 3,11£0,12%
Elovl2 (n-3) 0,31+ 0,01 0,30 £ 0,01 0,34 % 0,01
Taula S30. Estimacié de P’activitat -oxidacié Peroxisomal del cerebel de rata.
Adultes Velles Velles RMet
‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 10,39 £ 0,44 9,42 + 0,15 8,91+ 0,28
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ANNEX:

Talem

Taula S31. Perfil composicional en acids grassos del talem de rata.

Adultes Velles Velles RMet
77

14:0 0,36 + 0,03 0,46 * 0,02 0,42 * 0,01
16:0 16,89 £ 0,16 18,44 + 0,18 17,80+ 0,30 %"
16:1n-7 0,41 0,01 0,42 + 0,02 0,43 + 0,01
18:0 19,16 £ 0,15 19,64 * 0,08 a 19,32 £ 0,12
18:1n-9 27,00 * 0,25 25,81+ 0,37 26,69 £ 0,50
18:2n-6 0,85 * 0,02 0,90 * 0,05 1,04 0,04 0"
18:3n-6 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
18:3n-3 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
18:4n-3 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
20:0 0,51+ 0,03 0,51+ 0,02 0,55 * 0,04
20:1n-9 2,93 £ 0,09 2,69 * 0,09 2,93+ 0,15
20:2n-6 0,17 £ 0,00 0,15 * 0,01 0,16 £ 0,01
20:3n-6 0,36 * 0,01 0,35 * 0,01 0,40 * 0,01 > P
20:4n-6 8,88 + 0,05 9,07 + 0,08 8,87+ 0,14
20:5n-3 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
22:0 0,66 = 0,02 0,57 0,03 0,63 % 0,04
22:1n-9 0,95 * 0,08 0,87+ 0,03 0,91+ 0,02
22:4n-6 3,63 0,03 3,61+ 0,08 3,51+ 0,05
22:5n-6 0,68 + 0,05 0,82 + 0,03 0,70 * 0,05
22:5n-3 0,12 + 0,00 0,12 + 0,01 0,12 + 0,00
22:6n-3 11,66 * 0,11 11,90 £ 0,33 11,54 + 0,28
24:0 1,00 * 0,04 0,89 % 0,06 0,94 * 0,06
241 1,91+ 0,05 1,60 + 0,117 1,73+ 0,1
24:5n-3 0,03 0,00 0,03 * 0,00 0,03 0,00
24:6n-3 1,37 + 0,06 0,99 + 0,05 1,21+ 0,06 ®*

Composicié en acids grassos del talem de rata en I’experiment de restriccié de metionina en envelliment. Els
valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ? comparant Velles i Velles RMet
respecte el grup de rates adultes; b comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p < 0,05, ** p <
0,01, ¥** p < 0,001.

Taula S32. indexs derivats de la composicié en acids grassos del talem de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet ‘
LMC 18,86 + 0,01 18,79 £ 0,017 18,79 £ 0,02 ™"
AGS 38,58 + 0,24 40,45 + 0,18 39,67+0,29%
AGI 61,22 + 0,18 59,35+ 0,23 % 59,91+ 0,28 %"
AGMI 33,07 £ 0,38 31,40 £ 0,53 32,64 £ 0,73
AGPI 27,86 £ 0,13 27,96 + 0,45 27,95 * 0,36
AGPI n-3 13,28 £ 0,09 13,14 = 0,31 13,01+ 0,24
AGPI n-6 14,58 + 0,09 14,82 £ 0,15 14,85 + 0,13
IDE 169,02 * 0,53 167,42 £ 2,07 167,69 £ 1,43
P 162,30 + 0,77 162,06 * 3,21 158,24 + 3,82
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Taula S33. Estimacié de P’activitat desaturasa del talem de rata.

Adultes Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00
A9 (n-9) 18:1/18:0 1,41+ 0,01 1,31+ 0,02 % 1,38 £ 0,03
A8 (n-6) 20:3/20:2 2,16 + 0,05 2,43 + 0,12 2,46 + 0,06
A5 (n-6) 20:4/20:3 24,94 * 0,36 26,40 * 0,95 22,57 + 0,78 °*
A6 (n-3) 24:6/24:5 48,13 +3,18 35,46 £2,75 % 38,00 * 3,46
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,77 £ 0,12 1,79 + 0,09 1,68 £ 0,07
Taula S34. Estimacié de I'activitat elongasa del talem de rata.
Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,11 % 0,00 0,10 = 0,00 0,11 £ 0,00
Elovl 6 1,13 + 0,01 1,07 £ 0,01 1,09 £ 0,01
Elovl 1-3-7 0,03 * 0,00 0,03 * 0,00 0,03 * 0,00
Elovl 1-3-7 1,33 0,06 1,12+ 0,02 %" 1,16 £ 0,03 %
Elovl 1-3-7 1,50 + 0,04 1,54 + 0,05 1,49 * 0,04
Elovl 5 (n-6) 0,20 * 0,01 0,15+0,00 % 0,15+ 0,002
Elovl 2-5 (n-6) 0,41+ 0,00 0,40 % 0,01 0,39 0,00
Elovl2-5 (n-3) 3,15+ 0,10 3,11+ 0,15 3,04 £ 0,13
Elovl2 (n-3) 0,25 * 0,02 0,24 + 0,01 0,27 + 0,01
Taula S35. Estimacié de I’activitat B-oxidacié Peroxisomal del talem de rata.
Adultes Velles Velles RMet
‘ B-oxidaci6 Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 8,60 * 0,40 12,35+ 0,927 9,05+ 0,40°"
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ANNEX:

Hipotalem

Taula S36. Perfil composicional en acids grassos de ’hipotalem de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 0,39 % 0,01 0,36 + 0,02 0,38 £ 0,00
16:0 18,84 + 0,29 18,82 £ 0,26 18,43 * 0,21
16:1n-7 0,39 % 0,01 0,39 + 0,02 0,41+ 0,00
18:0 18,75 + 0,11 19,07 * 0,12 19,11+ 0,08
18:1n-9 26,81+ 0,33 26,42 * 0,35 26,86 + 0,07
18:2n-6 0,73 + 0,02 0,78 * 0,04 0,86 +0,03%"
18:3n-6 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00
18:3n-3 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00
18:4n-3 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
20:0 0,53 + 0,03 0,59 * 0,04 0,59 * 0,05
20:1n-9 2,75 * 0,20 2,83+ 0,26 2,91+ 0,18
20:2n-6 0,16 * 0,01 0,16 £ 0,02 0,14 * 0,01
20:3n-6 0,30 % 0,01 0,32 + 0,02 0,34 * 0,01
20:4n-6 9,29+ 0,13 9,30 + 0,17 9,22+ 0,08
20:5n-3 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00 0,05 * 0,00
22:0 0,58 + 0,03 0,56 + 0,04 0,61+ 0,04
22:1n-9 0,82+ 0,05 0,85 + 0,03 0,94 * 0,04
22:4n-6 4,35 % 0,01 4,26 + 0,04 4,21%0,03 "
22:5n-6 0,51+ 0,03 0,56 + 0,03 0,54 * 0,03
22:5n-3 0,13+ 0,00 0,14 * 0,01 0,13 * 0,00
22:6n-3 10,77 * 0,29 10,55 * 0,25 10,72 % 0,20
24:0 0,94 * 0,06 0,95 * 0,05 0,98 £ 0,05
24:1 1,50 * 0,11 1,58 £ 0,13 1,61+ 0,09
24:5n-3 0,03 + 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
24:6n-3 0,91+ 0,04 0,89 * 0,07 0,99 * 0,06

Composicié en acids grassos de I’hipotalem de rata en I’experiment de restriccié de metionina en envelliment.
Els valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ® comparant Velles i Velles RMet
respecte el grup de rates adultes; b comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p < 0,05, ** p <
0,01, ¥** p < 0,001.

Taula S37. indexs derivats de la composicié en acids grassos de I’hipotalem de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet ‘

LMC 18,53 + 0,14 18,68 + 0,08 18,78 + 0,01

AGS 40,04 + 0,28 40,36 £ 0,24 40,09 £ 0,18
AdGI 58,90 * 0,56 59,33 + 0,47 60,04 + 0,15
AGMI 32,17 £ 0,62 31,97 + 0,71 32,83+0,30
AGPI 27,35 + 0,40 27,06 £ 0,31 27,30 £ 0,18
AGPI n-3 11,95 * 0,26 11,71 % 0,21 11,98 £ 0,14

AGPI n-6 15,34 + 0,12 15,26 * 0,12 15,32 + 0,07

IDE 161,09 * 2,81 162,15 £ 1,11 163,28 £ 0,74
IP 152,59 * 3,64 150,38 £ 3,47 154,52 £ 1,29
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Taula S38. Estimacié de I’activitat desaturasa de ’hipotalem de rata.

Adultes Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00
A9 (n-9) 18:1/18:0 1,43 + 0,02 1,39 £ 0,02 1,41+ 0,01
A8 (n-6) 20:3/20:2 1,93 + 0,09 2,18 £ 0,16 2,41£0,12 %
As (n-6) 20:4/20:3 31,39 £ 0,82 29,53 £ 1,84 27,71+ 1,21
A6 (n-3) 24:6/24:5 28,17 £1,86 25,02+ 2,59 27,10 £1,66
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,85 + 0,04 1,69 £ 0,12 1,90 * 0,09
Taula S39. Estimacié de I'activitat elongasa de hipotalem de rata.
Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,10 = 0,01 0,11 £ 0,01 0,11 £ 0,01
Elovl 6 1,00 + 0,01 1,01+ 0,01 1,04 0,01
Elovl 1-3-7 0,03 * 0,00 0,03 * 0,00 0,03 * 0,00
Elovl 1-3-7 1,09 * 0,04 0,97 = 0,02 - 1,03+ 0,02
Elovl 1-3-7 1,63+ 0,04 1,70 £ 0,06 1,63 * 0,05
Elovl 5 (n-6) 0,22 + 0,02 0,18 + 0,02 0,17 = 0,01
Elovl 2-5 (n-6) 0,47 + 0,01 0,47 + 0,01 0,46 * 0,01
ElovI2-5 (n-3) 3,33+ 0,12 3,28 £ 0,09 2,80 £ 0,09 ™
Elovl2 (n-3) 0,25 + 0,02 0,27 + 0,02 0,30 + 0,03
Taula S40. Estimacié de I'activitat -oxidacié Peroxisomal de ’hipotalem de rata.
Adultes ‘ Velles Velles RMet
‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 12,08 + 0,88 12,46 £ 1,12 11,10 £ 0,78
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ANNEX:

Estriat

Taula S41. Perfil composicional en acids grassos de Pestriat de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 0,69 * 0,02 0,77+ 0,03 % 0,82+0,02%
16:0 21,75 + 0,39 22,65 * 0,15 22,52 + 0,20
16:1n-7 0,47 * 0,01 0,44 * 0,02 0,46 * 0,01
18:0 21,12 + 0,24 22,03+0,13% 22,36+ 0,14
18:1n-9 19,10 % 0,20 20,13+ 0,18 %" 21,25+ 0,32 310
18:2n-6 0,85+ 0,03 0,82 £ 0,04 0,93 + 0,04
18:3n-6 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00 0,03 * 0,00 22"
18:3n-3 0,04 * 0,01 0,04 * 0,00 0,03 0,002
18:4n-3 0,06 * 0,00 0,05 * 0,01 0,04 * 0,00
20:0 0,26 * 0,02 0,32 + 0,02 0,36 + 0,03
20:1n-9 1,22 + 0,08 1,36 + 0,07 1,56 + 0,10 a*
20:2n-6 0,13 £ 0,00 0,13 + 0,01 0,14 * 0,01

a** a***

20:3n-6 0,24 + 0,00 0,27 + 0,01 0,29 + 0,01
20:4n-6 12,48 + 0,20 1,77 £0,13% 11,32 £0,18 %
20:5n-3 0,04 * 0,00 0,05 * 0,00 0,04 * 0,00
22:0 0,30 £ 0,02 0,32 + 0,02 0,38 0,03
22:1n-9 1,58 £ 0,19 1,35 = 0,11 1,08 £ 0,06 o
22:4n-6 3,40 £ 0,07 3,44 + 0,05 3,11+ 0,057 0™
22:5n-6 1,09 * 0,11 1,23+ 0,10 1,02 £ 0,07
22:5n-3 0,12 + 0,00 0,13 * 0,01 0,11 + 0,01
22:6n-3 12,16 + 0,22 11,41+ 0,27 10,44+ 0,36 %
24:0 0,27 0,03 0,37+ 0,04 0,51+ 0,08 %"
24:1 0,53 * 0,05 0,61+ 0,03 0,74 + 0,05
24:5n-3 0,04 + 0,01 0,05 * 0,00 0,03 * 0,00
24:6n-3 0,27 0,03 0,31% 0,03 0,44 0,04 2 %"

Composicié en acids grassos de I'estriat de rata en "experiment de restriccié de metionina en envelliment. Els
valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ® comparant Velles i Velles RMet
respecte el grup de rates adultes; b comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p < 0,05, ** p <
0,01, ¥** p < 0,001.

Taula S42. indexs derivats de la composicié en acids grassos de I'estriat de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet ‘
LMC 18,23 £ 0,25 18,58 + 0,01 18,53 * 0,01
AGS 44,36 % 0,59 46,45 + 0,18 46,95+ 0,35
AdGI 53,46 = 0,71 53,56 * 0,21 53,05 * 0,35
AGMI 22,39 £ 0,44 23,89+ 0,29 25,09+ 0,402
AGPI 30,95 * 0,38 29,30 + 0,45 * 27,96 0,522
AGPI n-3 12,73 £ 0,21 12,04 * 0,26 1,13+0,33%
AGPI n-6 18,22 + 0,26 17,72 £ 0,27 16,83 0,25
IDE 167,78 + 3,40 163,77 + 1,81 157,40 * 2,41 a
13 173,01 £ 2,14 164,07 * 2,21 154,47 £3,30 % 0"

250




Taula S43. Estimacié de 'activitat desaturasa de I'estriat de rata.

Adultes Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00
A9 (n-9) 18:1/18:0 0,90 * 0,01 0,91+ 0,01 0,95 + 0,02
A8 (n-6) 20:3/20:2 1,84 + 0,08 2,24 £0,18% 2,11+ 0,14
A5 (n-6) 20:4/20:3 51,95 * 0,98 43,49 £1,09% 39,71 £1,17 %
A6 (n-3) 24:6/24:5 6,70 + 1,07 5,92+ 0,38 14,89 2,71 0™
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,33+ 0,07 1,34 £ 0,06 1,39 + 0,10
Taula S44. Estimacié de I'activitat elongasa de P’estriat de rata.

Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,06 = 0,00 0,07 £ 0,00 0,07+ 0,00
Elovl 6 0,97 £ 0,01 0,97 £ 0,01 0,99 * 0,01
Elovl 1-3-7 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,02 * 0,00 a*
Elovl 1-3-7 1,14 % 0,04 1,01£0,01%" 1,01£0,01%"
Elovl 1-3-7 0,93 * 0,06 1,14 + 0,08 1,31+ 0,12 a
Elovl 5 (n-6) 0,16 = 0,01 0,15 * 0,01 0,15 + 0,01
Elovl 2-5 (n-6) 0,27 + 0,01 0,29 0,00 %" 0,27 + 0,01
Elovl2-5 (n-3) 3,13 £ 0,28 2,98 £ 0,19 2,87 £ 0,14
Elovl2 (n-3) 0,39 * 0,06 0,36 + 0,03 0,29 * 0,02

Taula S45. Estimacié de I’activitat f-oxidacié Peroxisomal de I’estriat de rata.

Adultes

‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6

48,17 £ 4,47

Velles

39,28 £ 4,03

Velles RMet
26,36 £3,56 %
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ANNEX:

Hipocamp
Taula S46. Perfil composicional en acids grassos de ’hipocamp de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 1,29 £ 0,03 1,26 £ 0,02 1,39 +0,03 >
16:0 22,95 * 0,31 23,08 £ 0,19 21,70 £ 0,44 2"
16:1n-7 0,39 £ 0,00 0,41% 0,01 0,43 + 0,01
18:0 20,98 £ 0,09 20,71+ 0,10 20,45 * 0,17 a*
18:1n-9 22,78 £ 0,45 22,86 £ 0,22 25,12 £ 0,49 ¥ 07
18:2n-6 0,62 * 0,01 0,69 * 0,03 0,88 + 0,05 b
18:3n-6 0,03 * 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 % 5b*
18:3n-3 0,03 * 0,00 0,02 + 0,00 0,02+ 0,00
18:4n-3 0,03 * 0,00 0,04 * 0,00 0,03 % 0,00 >
20:0 0,37 * 0,01 0,42 * 0,02 0,53 + 0,04 %"
20:1n-9 1,65 * 0,05 1,88 + 0,08 2,60 0,26 250
20:2n-6 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00 0,13+ 0,017 2™
20:3n-6 0,26 * 0,01 0,28 + 0,01 0,33+ 0,01 0™
20:4n-6 11,94 0,17 12,06 * 0,12 10,73 £ 0,28 &5 0T
20:5n-3 0,03 * 0,00 0,02 + 0,00 0,02+ 0,00
22:0 0,47 * 0,01 0,47 * 0,02 0,59 * 0,04 2 3b™
22:1n-9 0,84 + 0,06 0,93+ 0,03 0,85 + 0,03
22:4n-6 3,22 + 0,07 3,14 £ 0,06 3,03 0,03
22:5n-6 0,82 * 0,05 0,95 + 0,06 0,73 + 0,05 >
22:5n-3 0,08 + 0,00 0,09 + 0,01 0,09 * 0,00
22:6n-3 8,61+ 0,18 8,78 £ 0,19 7,93 + 0,20 °
24:0 0,71+ 0,02 0,73 % 0,03 0,83+ 0,03 %"
24:1 0,79 + 0,04 0,85 £ 0,03 1,19 £ 0,12 ¥ ™
24:5n-3 0,04 + 0,00 0,03 * 0,00 0,03 * 0,00
24:6n-3 0,17 + 0,02 0,16 * 0,02 0,33 + 0,05 2" 0™

Composicié en acids grassos de ’hipocamp de rata en ’experiment de restriccié de metionina en envelliment.
Els valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ® comparant Velles i Velles RMet
respecte el grup de rates adultes; b comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p < 0,05, ** p <
0,01, ¥** p < 0,001.

Taula S47. indexs derivats de la composicié en acids grassos de hipocamp de rata.

Adultes Velles Velles RMet
LMC 18,44 + 0,02 18,46 + 0,01 18,46 + 0,02
AGS 46,96 * 0,35 46,46 * 0,09 45,50 £ 0,52 %
AGI 53,04 * 0,35 53,20 + 0,23 54,50 * 0,53 ar
AGMI 26,87 % 0,25 26,81+ 0,30 30,19 + 0,84 2 D™
AGPI 25,96 * 0,42 26,39 £ 0,29 24,30 £0,36 2P
AGPI n-3 8,99 * 0,20 9,16 + 0,20 8,46+ 0,17
AGPI n-6 16,96 * 0,25 17,24 + 0,14 15,85 + 0,27 31 0"
IDE 146,99 £ 2,24 149,47 £ 1,34 142,42 1,06 °
P 138,82 £ 2,39 141,21+ 1,89 129,01 + 2,11 0™
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ANNEX

Taula S48. Estimacié de I’'activitat desaturasa de la medul-la toracica de rata.

Adultes Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,02 * 0,00 0,02 £ 0,00 0,02+ 0,00
Ag (n-9) 18:1/18:0 1,10 = 0,01 1,10 + 0,01 1,23 £0,03 >0
A8 (n-6) 20:3/20:2 2,69 + 0,06 2,79 £ 0,12 2,53+0,14
As (n-6) 20:4/20:3 46,62 1,00 43,65 £ 1,25 33,311,820
A6 (n-3) 24:6/24:5 5,27 + 0,78 5,05 + 0,73 11,35 £ 1,89 27 0™
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,22 + 0,11 1,57 + 0,05 1,54 + 0,13
Taula S49. Estimacié de I’activitat elongasa de Phipocamp de rata.

Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,07 + 0,00 0,08 * 0,00 0,10 + 0,01 P
Elovl 6 0,92 * 0,00 0,90 * 0,01 0,94 * 0,01 >
Elovl 1-3-7 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,03 + 0,00 2 iP”
Elovl 1-3-7 1,27 + 0,05 1,11%0,03% 1,11%0,02 %
Elovl 1-3-7 1,52 + 0,04 1,56 + 0,04 1,44 + 0,06
Elovl 5 (n-6) 0,16 = 0,00 0,15 + 0,00 0,15 + 0,00
Elovl 2-5 (n-6) 0,27 + 0,00 0,26 + 0,00 0,28 + 0,017
Elovl2-5 (n-3) 2,84 +0,22 3,90 * 0,50 3,96 + 0,23
Elovl2 (n-3) 0,42 + 0,03 0,38 £ 0,05 0,33 £ 0,03

Taula S50. Estimacié de 'activitat B-oxidacié Peroxisomal de I’hipocamp de rata.

‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6

Adultes

52,50 + 4,92

Velles
59,41% 6,63

Velles RMet
28’40 + 4’09 a*¥; pFrE
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ANNEX:

Escorga temporal

Taula S51. Perfil composicional en acids grassos de I'escorca temporal de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 0,87 % 0,02 0,91+ 0,02 0,91+ 0,02
16:0 26,39 * 0,31 27,05 * 0,16 26,62 % 0,17
16:1n-7 0,49 + 0,02 0,49 £ 0,02 0,48 + 0,01
18:0 21,55 * 0,16 22,09 £ 0,06 % 22,020,117
18:1n-9 17,74 + 0,27 17,74 *+ 0,17 17,96 * 0,20
18:2n-6 0,96 * 0,05 0,94 = 0,03 1,04 * 0,05
18:3n-6 0,03 * 0,00 0,02 % 0,00 0,03 % 0,00
18:3n-3 0,03 * 0,00 0,02£0,00" 0,03 % 0,00
18:4n-3 0,06 * 0,00 0,05 + 0,00 0,06 * 0,00
20:0 0,16 * 0,01 0,16 + 0,00 0,17 + 0,01
20:1n-9 0,68 + 0,02 0,66 + 0,03 0,67 £ 0,02
20:2n-6 0,12 % 0,00 0,11+ 0,00 0,12 % 0,00
20:3n-6 0,24 * 0,01 0,26 +0,01% 0,28 +0,01%"
20:4n-6 11,94 * 0,12 11,90 * 0,14 12,14 *+ 0,21
20:5n-3 0,03 * 0,00 0,03 % 0,00 0,03 % 0,00
22:0 0,17 + 0,01 0,15 * 0,01 0,17 * 0,01
22:1n-9 2,05 + 0,27 1,62 + 0,09 1,56 + 0,12
22:4n-6 2,81+ 0,07 2,78 £ 0,06 2,79 £ 0,04
22:5n-6 0,75 + 0,08 0,81+ 0,05 0,80 £ 0,04
22:5n-3 0,08 £ 0,00 0,09 * 0,00 0,09 £ 0,00
22:6n-3 11,65 * 0,26 11,45 *+ 0,11 11,45 + 0,22
24:0 0,28 + 0,01 0,28 + 0,01 0,28 + 0,01
24:1 0,17 £ 0,01 0,16 £ 0,02 0,16 £ 0,01
24:5n-3 0,03 £ 0,00 0,02 * 0,00 0,03 * 0,00
24:6n-3 0,09 £ 0,00 0,10 +0,00" 0,11+0,00% "

Composicié en acids grassos de I’escorca temporal de rata en I'experiment de restriccié de metionina en
envelliment. Els valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ? comparant Velles i
Velles RMet respecte el grup de rates adultes; > comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p <

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Taula S52. indexs derivats de la composicié en acids grassos de I’escor¢a temporal de rata.

Adultes Velles Velles RMet ‘
LMC 18,43 + 0,02 18,35 + 0,03 18,38 + 0,02
AGS 49,42 £ 0,37 50,65+ 0,20 % 50,17 + 0,20
AGI 50,40 + 0,37 49,16+ 0,10 49,70 + 0,21
AGMI 20,88 + 0,60 20,67 £ 0,20 20,77 £ 0,28
AGPI 28,82 £ 0,25 28,48 + 0,24 28,94 £ 0,33
AGPI n-3 11,97 £ 0,26 11,76 £ 0,11 1,78 £ 0,22
AGPI n-6 16,85 * 0,16 16,72 * 0,21 17,16 £ 0,27
IDE 159,7 10,96 156,15 + 0,97 157,95 + 1,35
P 160,73 £ 1,87 158,59 + 1,33 160,30 +1,87
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Taula S53. Estimacié de Pactivitat desaturasa de I'escorca temporal de rata.

Adultes Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00
A9 (n-9) 18:1/18:0 0,82 + 0,01 0,80 * 0,01 0,82 + 0,01
A8 (n-6) 20:3/20:2 2,03 % 0,04 2,40+ 0,072 2,41+ 0,08 %"
As (n-6) 20:4/20:3 50,95 * 1,46 46,26 £1,53 %" 43,24 0,64
A6 (n-3) 24:6/24:5 3,09 * 0,25 4,30 £0,21% 3,68+ 0,26
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,88 + 0,11 2,15+ 0,13 2,19 £ 0,09
Taula S54. Estimacié de 'activitat elongasa de I’escorca temporal de rata.
Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,04 % 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
Elovl 6 0,82 * 0,01 0,82+ 0,00 0,83+ 0,01
Elovl 1-3-7 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00
Elovl 1-3-7 1,03 = 0,02 0,96 * 0,02 a 0,98 + 0,01
Elovl 1-3-7 1,70 + 0,05 1,83 £ 0,06 1,70 + 0,05
Elovl 5 (n-6) 0,12 + 0,00 0,12 £ 0,00 0,11 £ 0,00
Elovl 2-5 (n-6) 0,24 + 0,01 0,23+ 0,00 0,23+ 0,00
Elovl2-5 (n-3) 2,77 £ 0,31 3,39+ 0,18 3,11+ 0,17
Elovl2 (n-3) 0,40 * 0,04 0,26 +0,04 % 0,35 * 0,02

ANNEX

Taula S55. Estimacié de Pactivitat -oxidacié Peroxisomal de I’escor¢a temporal de rata.

Velles RMet
108,15 +2,02 %

Adultes Velles

‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 125,67 £ 3,70 110,74 * 3,19 a**
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ANNEX:

Escorga occipital

Taula S56. Perfil composicional en acids grassos de I’escor¢a occipital de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 1,06 + 0,03 1,03 % 0,03 1,02 £ 0,02
16:0 35,32+ 0,36 32,13£0,46 % 29,84 £0,32% 1P
16:1n-7 0,64 * 0,02 0,58 0,03 0,53+0,01%
18:0 25,92 £ 0,19 24,61+0,12° 23,97+ 0,072 0™
18:1n-9 21,33 £ 0,24 20,59 + 0,32 20,62 * 0,31
18:2n-6 0,86 + 0,03 0,93 * 0,04 1,04 0,04 >
18:3n-6 0,06 * 0,01 0,03%0,00% 0,03%0,00%
18:3n-3 0,06 * 0,00 0,03%0,00% 0,03%0,00%
18:4n-3 0,06 * 0,00 0,04 0,00 0,03%0,00%
20:0 0,16 * 0,01 0,18 + 0,01 0,21+ 0,012
20:1n-9 0,64 * 0,03 0,75 * 0,05 0,85+ 0,05 "
20:2n-6 0,09 * 0,00 0,10 + 0,00 0,11+ 0,00 27
20:3n-6 0,16 * 0,01 0,21+0,01% 0,25+ 0,012 0™
20:4n-6 7,03 £0,36 9,120,255 9,930,14%
20:5n-3 0,06 * 0,00 0,03%0,00% 0,03%0,00%"
22:0 0,18 + 0,01 0,18 + 0,01 0,20 + 0,01
22:1n-9 0,70 + 0,03 0,85 + 0,04 0,98 + 0,05 """
22:4n-6 1,20 £ 0,08 1,712 0,09 2,00 + 0,052 2"
22:5n-6 0,28 + 0,04 0,51+0,04% 0,54 *0,03%
22:5n-3 0,05 * 0,00 0,06 * 0,00 0,06 * 0,00
22:6n-3 3,32 % 0,31 5,78 +0,33% 7,12 £ 0,24 350
24:0 0,18 + 0,01 0,23+0,01%" 0,26 0,017
24:1 0,09 * 0,00 0,12 + 0,02 0,16 0,022
24:5n-3 0,06 + 0,00 0,04 0,00 0,03+ 0,00
24:6n-3 0,20 * 0,01 0,14+ 0,022 0,12+0,00%

Composicié en acids grassos de Iescorca occipital de rata en I’experiment de restricci6 de metionina en
envelliment. Els valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ? comparant Velles i
Velles RMet respecte el grup de rates adultes; ® comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Taula S57. indexs derivats de la composicié en acids grassos de ’escorca occipital de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet ‘
LMC 17,57 £ 0,08 17,91% 0,037 18,04 + 0,03
AGS 62,82 0,55 58,37+ 0,53 55,51+ 0,33 % 0"
AGI 36,67 + 072 41,62+ 0,53 44,40 + 0,34 250
AGMI 23,321 0,26 22,90 % 0,36 23,07 £ 0,29
AGPI 13,35 £ 0,76 18,72+ 0,66 % 21,33+ 0,40 % 0"
AGPI n-3 3,80+ 0,28 6,11£0,33% 7,43 £ 0,24 350
AGPI n-6 9,55 + 0,48 12,62£0,35% 13,90 £ 0,19 & 3 P*
IDE 82,27 3,54 107,93 £3,06 % 120,93 +1,95 % 3™
P 65,92 * 4,21 96,77 +3,88 %" 12,11 £2,57 3 0%
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Taula S58. Estimacié de I'activitat desaturasa de Pescorga occipital de rata.

Adultes Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
A9 (n-9) 18:1/18:0 0,82 + 0,01 0,84 * 0,01 0,86 * 0,01
A8 (n-6) 20:3/20:2 1,74 * 0,08 2,19+0,10%" 2,27+0,09°%
As (n-6) 20:4/20:3 45,31+ 1,48 43,49 £ 1,69 39,62 + 0,96
A6 (n-3) 24:6/24:5 3,09 0,12 3,87+ 0,35 4,16 £ 0,35
A6 (n-3) 18:4/18:3 0,99 * 0,03 1,13 0,07 1,23+ 0,12
Taula S59. Estimacié de I'activitat elongasa de I’escorc¢a occipital de rata.

Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,03 % 0,00 0,04+ 0,00 0,04 0,002
Elovl 6 0,73 + 0,00 0,77+ 0,01%" 0,80 + 0,01 0™
Elovl 1-3-7 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 ¥ b”
Elovl 13-7 1,14 £ 0,03 1,01£0,03 %" 0,96 + 0,02 "
Elovl 1-3-7 1,01+ 0,06 1,29+ 0,02° 1,32£0,03%
Elovl 5 (n-6) 0,10 * 0,00 0,10 = 0,00 0,11 £ 0,00
Elovl 2-5 (n-6) 0,17 + 0,00 0,19 0,00 0,20 + 0,00 ¥
ElovI2-5 (n-3) 0,97 * 0,03 1,79 0,23 % 2,16 £0,16 5
Elovl2 (n-3) 1,05 % 0,05 0,70 +0,10 %" 0,50 £0,04 %

Taula S60. Estimacié de 'activitat B-oxidacié Peroxisomal de ’escorca occipital de rata.

ANNEX

Velles RMet
57,46 2,40 °"

Velles

Adultes
18,18 £ 2,73

‘ B-oxidaci6 Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 42,04 +3,475
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ANNEX:

Escorga frontal

Taula S61. Perfil composicional en acids grassos de ’escor¢a frontal de rata.

Adultes Velles Velles RMet
14:0 0,92 + 0,02 0,91+ 0,01 0,92 + 0,02
16:0 29,03 + 0,014 29,31+ 0,26 28,83 £ 0,12
16:1n-7 0,54 * 0,02 0,56 0,03 0,52 * 0,01
18:0 24,17 £ 0,23 24,19 = 0,11 24,20+ 0,10
18:1n-9 19,71+ 0,26 19,18 + 0,19 19,47 * 0,20
18:2n-6 0,94 = 0,02 1,00 = 0,03 1,06 + 0,06
18:3n-6 0,03 + 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
18:3n-3 0,03 + 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
18:4n-3 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00 0,05 * 0,00
20:0 0,18 + 0,01 0,18 + 0,01 0,19 * 0,01
20:1n-9 0,71+ 0,04 0,68 + 0,04 0,71% 0,04
20:2n-6 0,11+ 0,00 0,11+ 0,00 0,12 + 0,01
20:3n-6 0,20 *+ 0,00 0,22 + 0,01 0,24+ 0,013
20:4n-6 10,20 + 0,26 10,49 * 0,11 10,53 + 0,18
20:5n-3 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
22:0 0,18 + 0,01 0,16 * 0,01 0,16 + 0,00
22:1n-9 0,57 * 0,05 0,58 £ 0,03 0,62 * 0,02
22:4n-6 2,38 + 0,08 2,35 + 0,05 2,35 + 0,07
22:5n-6 0,80 + 0,07 0,99 + 0,09 0,91+ 0,08
22:5n-3 0,09 + 0,00 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00
22:6n-3 7,95 * 0,25 8,31+ 0,19 8,36 £ 0,17
24:0 0,15 * 0,01 0,17 £ 0,00 0,17 £ 0,01
24:1 0,17 £ 0,01 0,14 * 0,01 0,14 * 0,01
24:5n-3 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
24:6n-3 0,19 £ 0,01 0,15 £ 0,00 % 0,15 +0,01%

Composicié en acids grassos de I'escor¢a frontal de rata en I’experiment de restriccié de metionina en
envelliment. Els valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ? comparant Velles i
Velles RMet respecte el grup de rates adultes; > comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Taula S62. indexs derivats de la composicié en acids grassos de 'escorca frontal de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet ‘

LMC 18,12 * 0,01 18,13 * 0,01 18,12 + 0,02
AGS 54,63 + 0,19 54,89 £0,35 54,45 % 0,15
AGI 44,67 +0,58 45,09 +0,34 45,43 * 0,16
AGMI 21,77 £ 0,33 21,15 * 0,25 21,40 *0,27
AGPI 23,05 +0,58 23,94 *0,30 24,03 * 0,33
AGPI n-3 8,57 +0,17 8,74 £0,18 8,78 + 0,17

AGPI n-6 14,67 * 0,36 15,20 * 0,19 15,25 * 0,27
IDE 128,67 +2,74 132,49 *+1,52 132,94 *1,43
P 123,50 * 3,31 128,55 +1,91 128,69 *1,97
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Taula S63. Estimacié de I'activitat desaturasa de ’escor¢a frontal de rata.

Adultes Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00 0,02 * 0,00
A9 (n-9) 18:1/18:0 0,82 + 0,01 0,79 * 0,01 0,80 * 0,01
A8 (n-6) 20:3/20:2 1,81+ 0,06 1,99 * 0,08 2,05 + 0,09
A5 (n-6) 20:4/20:3 49,68 + 0,31 47,75 % 2,05 43,81£1,12%
A6 (n-3) 24:6/24:5 5,10 * 0,55 3,88%0,34 3,86 0,36
A6 (n-3) 18:4/18:3 1,03 £ 0,16 1,10 £ 0,07 1,18 £ 0,06
Taula S64. Estimacié de I’activitat elongasa de I’escorca frontal de rata.
Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,04 *+ 0,00 0,04 * 0,00 0,04 * 0,00
Elovl 6 0,83 * 0,01 0,83+ 0,00 0,84 + 0,01
Elovl 1-3-7 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00
Elovl 1-3-7 1,02 0,04 0,86 0,037 0,86 +0,027"
Elovl 1-3-7 0,85 * 0,05 1,01+ 0,15 1,07 £ 0,08
Elovl 5 (n-6) 0,12 + 0,00 0,11 % 0,00 0,11 £ 0,00
Elovl 2-5 (n-6) 0,23+ 0,00 0,22 + 0,00 0,22 + 0,01
Elovl2-5 (n-3) 2,76 £ 0,22 2,65+ 0,15 2,43+ 0,14
Elovl2 (n-3) 0,41+ 0,03 0,40 * 0,02 0,42 *+ 0,03
Taula S65. Estimaci6 de P'activitat -oxidacié Peroxisomal de I'escorca frontal de rata.
Adultes Velles Velles RMet
‘ B-oxidacié Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 43,85 * 3,05 54,04 +2,12 % 56,40 £1,92%
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13.5. ANNEX 5

Fetge

Taula S66. Perfil composicional en acids grassos de fetge de rata.

Adultes Velles Velles RMet

14:0 0,48 + 0,05 0,47 0,10 0,34 * 0,02
16:0 22,22 + 0,53 23,06 + 0,58 24,07 % 0,55
16:1n-7 2,90 £ 0,38 3,11+0,92 1,59 £ 0,31
18:0 9,21+ 0,49 10,70 £1,63 11,75 + 0,85
18:1n-9 17,55 £ 0,75 17,83 £1,35 18,58 + 1,31
18:2n-6 25,91£1,20 23,79 £1,07 23,58 1,47
18:3n-6 0,67 + 0,05 0,77 * 0,10 1,08 +0,12%
18:3n-3 0,45 * 0,05 0,31% 0,05 0,22+0,02%
18:4n-3 0,09 # 0,01 0,07 * 0,00 0,08 + 0,01
20:0 0,06 + 0,00 0,06 + 0,00 0,07 * 0,00
20:1n-9 0,14 * 0,00 0,12 £ 0,01 0,12 +0,01"
20:2n-6 0,28 + 0,01 0,20 £0,017 " 0,19+ 0,012
20:3n-6 0,31% 0,02 0,31% 0,03 0,31+ 0,03
20:4n-6 14,44 * 0,89 13,90 + 1,06 12,24 + 0,39
20:5n-3 0,15 * 0,01 0,10 + 0,027 0,06 + 0,017 b¥
22:0 0,09 £ 0,00 0,10 + 0,01 0,11+ 0,01
22:1n-9 1,09 + 0,07 1,10 + 0,12 0,93 £ 0,05
22:4n-6 0,32 % 0,02 0,32 + 0,03 0,34 * 0,03
22:5n-6 0,28 * 0,04 0,35 + 0,08 0,48 + 0,05 %"
22:5n-3 0,38 £ 0,03 0,41+ 0,04 0,35 + 0,02
22:6n-3 2,20 + 0,23 2,48 £ 0,29 2,89+ 0,15
24:0 0,32 % 0,02 0,34 + 0,03 0,36 * 0,04
24:1 0,06 £ 0,00 0,07 * 0,01 0,08 + 0,01
24:5n-3 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,03+ 0,00
24:6n-3 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,03%0,00%"

Composicié en acids grassos del fetge de rata en "experiment de restriccié de metionina en envelliment. Els
valors representat estan expressats com a mitjana + SEM de 7-8 animals. ? comparant Velles i Velles RMet
respecte el grup de rates adultes; ® comparant Velles RMet respecte el grup de rates Velles. * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p < 0,001.

Taula S67. indexs derivats de la composicié en acids grassos de fetge de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet ‘

LMC 17,97 + 0,04 17,97 * 0,07 17,90 * 0,05

AGS 32,38 £ 0,80 34,72 1,38 36,62 £1,28 %

AGl 67,06 £ 0,60 65,28 1,38 63,05+ 1,49 &

AGMI 21,59 + 1,01 22,23 +2,10 21,16 £ 1,66

AGPI 45,47 £ 0,99 43,04 £1,43 43,43+ 0,89

AGPI n-3 3,30 £ 0,24 3,42 £ 0,27 3,66 £ 0,17

AGPI n-6 42,16 £ 0,93 39,63 £1,34 38,23 1,63

IDE 154,90 * 3,15 150,93 £ 3,54 146,33 + 3,09

P 111,49 * 4,96 109,76 + 6,18 107,08 + 3,09
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Taula S68. Estimacié de P’activitat desaturasa del fetge de rata.

Adultes ‘ Velles Velles RMet
A9 (n-7) 16:1/16:0 0,13 + 0,02 0,13 + 0,04 0,07 * 0,01
A9 (n-9) 18:1/18:0 1,97 £ 0,17 1,88 £ 0,37 1,65 £ 0,18
A8 (n-6) 20:3/20:2 1,08 + 0,06 1,54 + 0,122 1,60 + 0,08
A5 (n-6) 20:4/20:3 49,12 523 40,24 * 4,54 41,23 +3,84
A6 (n-3) 24:6/24:5 1,01+ 0,02 1,13 + 0,04 1,09 + 0,03
A6 (n-3) 18:4/18:3 0,20 * 0,02 0,26 + 0,04 0,36 £ 0,02 25 0™
Taula S69. Estimacié de l’activitat elongasa del fetge de rata.
Adultes Velles Velles RMet
Elovl 3 (n-9) 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01 0,00
Elovl 6 0,41+ 0,02 0,47 + 0,08 0,49 + 0,03
Elovl 1-3-7 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00
Elovl1-3-7 1,52 + 0,03 1,59 = 0,10 1,73 + 0,01 a
Elovl 1-3-7 3,22 £ 0,11 3,49 * 0,10 3,02 + 0,07 >
Elovl 5 (n-6) 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00
Elovl 2-5 (n-6) 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,03 * 0,00
Elovl2-5 (n-3) 2,69 £ 0,31 4,71 1,15 5,84 +0,80 %"
Elovl2 (n-3) 0,05 * 0,00 0,05 * 0,00 0,08 + 0,01 0™
Taula S70. Estimacié de I’activitat B-oxidacié Peroxisomal del fetge de rata.
Adultes Velles Velles RMet
‘ B-oxidaci6 Peroxisomal ‘ 22:6/24:6 123,38 £9,20 110,58 +9,77 102,30 * 9,41
Taula S71. Estimacié de marcadors de dany oxidatiu en fetge de rata.
Adultes Velles Velles RMet
SAG 5065,61 + 172,70 4995,30 * 172,56 4271,18 £ 111,08 b
CEL 247,74 £ 12,07 208,38 + 25,21 185,15 + 6,92 a*
MDAL 295,19 14,74 296,34 11,31 271,13 £ 6,12
CML 1957,57 *£ 99,95 2005,31+ 126,75 2201,91* 73,49
2-SC 111,75 £ 16,06 102,94 + 7,88 106,39 + 6,76

SAG: Semialdehid glutamic; CEL: MDAL: NE-Malondialdehid-lisina; CML: N&- carboximetil-lisina; 2-SC: S-(2-succinil)-

L-cisteina.
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Abstract

Brain neurons offer a diverse response to stresses and adverse factors during development and
aging, and as a result of both neurodegenerative and neuropsychiatric disorders. This multiplicity of
responses can be ascribed to the great diversity among neuronal populations. Here we have
determined the metabolomic profile of three healthy adult human brain regions—entorhinal cortex,
hippocampus, and frontal cortex—using mass spectrometry-based technologies. Our results show
the existence of a lessened energy demand, mitochondrial stress and lower one-carbon metabolism
(particularly restricted to the methionine cycle) specifically in frontal cortex. These findings, along
with the better antioxidant capacity and lower mTOR signaling also in frontal cortex, suggest that
this brain region is especially resistant to stress compared to the entorhinal cortex and hippocampus
which are more vulnerable regions. Globally, our results show the presence of specific metabolomic
adaptions in three mature and healthy human brain regions, confirming the existence of cross-

regional differences in the human brain.

Introduction

Human evolution is associated with rapid expansion of brain size and complexity, leading to the
emergence of distinctive cognitive skills. These evolutionary changes have been linked to and
supported by adaptions in brain metabolism, especially with respect to increased energy demand
(Mink et al. 1981; Caceres et al. 2003; Uddin et al. 2004; Fu et al. 2011; Somel et al. 2013). Thus,
neurons in the human nervous system can perform a wide array of motor, sensory, regulatory,
behavioural, and cognitive functions. This functional diversity is expressed in the central nervous
system (CNS) by a complex organization in different regions that groups neuronal populations with
a diversity of nerve cells. The morphological and functional diversity among neuronal cells suggests
that each neuron type, and by extension each brain region, has its own genomic expression profile,
independently of genes with the greatest percentage of expressing cells, i.e. the ‘houseckeeping’
genes necessary for the basal function of all cells, and related to cellular metabolism (Hawrylycz et
al. 2012; Lein et al. 2007). The genomic profile configures a transcriptomic and proteomic pattern
which, in turn, is expressed and translated in a regional neuron-specific metabolomic profile.
Because each level of organization depends on the other, and a perturbation in one network can
affect another, the phenotypic properties of different brain regions are ultimately the product of
distinctive combinations of expressed gene products and their regulation, resulting in the

metabolome as the informative modality to define cellular diversity in the CNS.

The fact that specific regions of the CNS exhibit differential vulnerabilities to aging and various
neurodegenerative (NDD) and neuropsychiatric diseases (NPD) also redounds to the heterogeneity
in neuronal responses to cell-damaging processes associated with each of the diseases (Mattson and

Magnus 20006), in addition to the specificity in the aetiology of each disease. So, in order to better
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understand the mechanisms which are involved in neuronal resistance/sensitivity to stress and
death, it is crucial to define cell vulnerability of the different brain regions in physiological
conditions. From this scenario of cellular diversity emerges the concept of selective neuronal
vulnerability (SNV) (Mattson and Magnus 2006; Saxena and Caroni 2011) which may be described
as the endogenous differential sensitivity of cell populations in the CNS, and their susceptibility to

stresses that cause cell damage or death which can lead to NDD and NPD.

This study focuses on the prospects that an ‘omic’ approach offers for the identification of traits
that define the SNV for a given brain region, and their potential involvement in the neuronal aging
process and the development of NDD and NPD. Despite the fact that systems biology-based
approaches allow a global characterization (at the molecular level) of complex global biological
systems, to date no metabolomic studies investigating cross-regional differences in the human brain
have been reported. To overcome this limitation, here we used the combination of mass
spectrometry-based technologies (ESI-TQ-MS/MS and ESI-QTOF-MS/MS) to measure the
concentrations of 36 specific metabolites and to determine the metabolomic profiles, respectively,

of three different regions of the human cerebral cortex.

We designed a panel of metabolites mostly belonging to the one-carbon metabolism, as an
integrator of nutrient status and energy metabolism. For one-carbon metabolism, the integration is
carried out through the donation of carbon units from specific amino acids; this involves three
pathways: the folate cycle, the methionine cycle and the trans-sulfuration pathway (Locasale 2013).
In addition to the metabolomic analysis, we have also measured, using western blot, different
factors associated with stress resistance and cell survival such as the antioxidants catalase and
SOD1, the FOXO transcriptional factor FOXO1, the repressor element 1-silencing transcription
factor REST, and the master regulator that senses cell nutrient and energy status, the mechanistic

target of rapamycin mTOR.

Using this approach, we studied metabolic differences in three functionally and evolutionarily
distinct brain regions: entorhinal cortex, hippocampus and frontal cortex. The frontal cortex is a
brain region that emerged recently during primate evolution. It is implicated in complex associative
functions including reasoning, planning, social behavior, and general intelligence; while the
entorhinal-hippocampus system function as a hub in a widespread network for memory. We also
focused in hippocampus, entorhinal and frontal cortex areas because their importance in aging,
NDDs as Alzheimer’s disease (AD), and NPDs as schizophrenia. This allowed us to examine how

resistance to stress determines region-specific vulnerability in the adult human cerebral cortex.
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Materials and Methods

Chemicals

Unless otherwise specified, all reagents were from Sigma-Aldrich, and of the highest purity

available.

Human samples

Brain samples were obtained from the Institute of Neuropathology Brain Bank following the
guidelines of the local ethics committee, and in accordance with recently published criteria of
sample quality (Ferrer 2015). The selection of cases examined in the present study corresponded to
a consecutive series of donations having in common (i) lack of neurological symptoms and signs,
(ii) lack of known hepatic or renal function impairment, and (iii) lack of evidence of prolonged
agonal state. The brains of adult healthy subjects were obtained from 3 to 15 h after death, and

were immediately prepared for morphological and biochemical studies (see Table 1).

At autopsy, one hemisphere was fixed in 4% buffered formalin for about three weeks while the
other hemisphere was cut in coronal sections 1 cm thick, selected samples of the brain dissected
and kept in labelled plastic bags, immediately frozen on dry ice and stored at -80°C until use. The
neuropathological study, was carried out on formalin-fixed, paraffin-embedded samples of the
frontal, primary motor, primary sensory, parietal, temporal superior, temporal inferior, anterior
cingulated, anterior insular, and primary and associative visual cortices; entorhinal cortex and
hippocampus; caudate, putamen and globus pallidus; medial and postetior thalamus; subthalamus;
Meynert nucleus; amygdala; midbrain (two levels), pons and medulla oblongata; and cerebellar
cortex and dentate nucleus. De-waxed sections, 5 mm thick, were stained with haematoxylin and
eosin, and Kluver Barrera or processed for immunohistochemistry to $-amyloid, phosphorylated

tau, o-synuclein, ubiquitin, p62, TDP43, glial fibrillary protein and microglia markers.

Selected cases did not show lesions on the neuropathological examination including any kind of B-
amyloid, tau, hypoxic and vascular pathology. Following the initial screening, the present series
includes 20 cases: 16 men 4 women, aged from 43 to 66 years with post-mortem delay ranging from
3h 10 min to 20h 30 min (Table 1). Frozen samples of the entorhinal cortex (n=11), hippocampus
(n=9) and frontal cortex area 8 (n=11) were used for metabolomic studies. Samples from the three

regions were processed in parallel.

Metabolomic analysis

An important technical concern is the relevance of metabolite measurements made in postmortem
brain tissue to 7z vivo metabolite concentrations. The criteria applied for the selection of cases

ensure the quality of the samples and the preservation of the concentration of 7 o metabolites
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measured. Reinforcing this, previous studies demonstrated that the concentration of many
metabolites, such as myo-inositol, creatine, glutamine, glutamate, N-acetylaspartate, and taurine
remained stable in postmortem brain tissue over long time intervals (Opstad et al. 2010; Perry et al.
1981; Michaelis et al. 1996; Petroff et al. 1988). Similarly, experiments quantifying brain polyamines,
such as spermine, spermidine, and putrescine, in postmortem human brain using GC-MS did not
report any significant relationship between these metabolite concentrations and postmortem
interval (Chen et al. 2009). Because most of these metabolites belong to metabolic pathways
associated with one-carbon metabolites, we understand that metabolites analysed in the present
study showed long-term stability and no indication of postmortem-induced concentration change;

consequently, we may exclude postmortem delay as a confounding factor in this study.

Metabolite extraction from brain samples

Tissue samples (35-50 mg) were homogenized using 20 volumes of cold methanol containing 1
ug/mL of phenylalanine C13 as internal standard and 1uM butylhydroxytoluene as antioxidant.
Then, samples were incubated at 20°C for 1 hour and centrifuged at 12000g for 3 min, and

supernatants subjected to mass spectrometry analysis.

Triple Quadrupole Mass Spectrometry

For analysis, we have developed a new method (using a targeted approach based on LC ESI-TQ
MS/MS) to detect and quantify a metabolomics panel including 36 metabolites belonging to energy
metabolism and one-carbon metabolism in human brain tissue (see Table 2). Samples were decoded
and randomized before injection. Every 5 samples, internal and external standards were injected as

a quality control.

Samples were analysed with liquid chromatography (UPLC 1290, Agilent Technologies, San Jose,
CA, USA) coupled with electrospray ionization on a triple quadrupole mass spectrometer (ESI-TQ
MS/MS, Agilent Technologies 6420, San Jose, CA, USA). For analysis 6pL. of the extract was
injected. Chromatographic separation was achieved on a reversed phase C18 (2.1 X 50 mm, 1.8 um
patticles; Agilent Technologies, San Jose, CA, USA) column using a flow rate of 0.2 mL/min
during a 19 min gradient (0—5 min 0% B, 5-8 min from 0% B to 30% B, 8-9 min from 30% B to
100% B, 8-12 min 100% B, 12-13 min from 100% B to 0% B, 13-19 min 0% B), while using the
solvents A, 0.1% formic acid, and B, acetonitril 0.1% formic acid. Electrospray ionization was
performed in both positive and negative ion mode (depending on the target metabolite) using N at
a pressure of 50 psi for the nebulizer with a flow of 12L/min and a temperature of 325°C,

respectively.

To detect the individual metabolites, multiple reaction monitoring (MRM) in negative and in

positive ion mode was performed with individually optimized fragmentor voltage and collision
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energies (Optimizer application, MassHunter, Agilent Technologies, San Jose, CA, USA). Most of
MRM parameters were achieved by flow injection of pure standards and the MassHunter Optimizer
software (Agilent Technologies, San Jose, CA, USA). However, some of metabolites need a manual
optimization using MassHunter Qualitative Analyses (Agilent Technologies, San Jose, CA, USA).
All the MRM parameters obtained from optimization were compared to the literature when
available for certain compounds. Finally, a chromatographic system was applied to determine
retention time of each standard. Peak determination and peak area integration were performed with

MassHunter Qualitative Analyses (Agilent Technologies, San Jose, CA, USA).

QTOF Mass spectrometry

Metabolite extracts were evaporated using a Speed Vac (Thermo Fisher Scientific, Barcelona,
Spain), re-suspended in water 0.4% acetic acid:methanol (1:1), and subjected to mass-spectrometry
using an HPLC 1290 series coupled with an ESI-Q-TOF MS/MS 6520 (Agilent Technologies, San
Jose, CA, USA). Specifically, 2ul of sample extract was applied to a reversed-phase column Zorbax
SB-Aq (1.8um 2.1 X 50mm; Agilent Technologies, Barcelona, Spain) equipped with a precolumn
Zorba-SB-C8 Rapid Resolution Cartridge (2.1 X 30mm 3.5 pm) with a column temperature of
60°C. The flow rate was 0.6mL/min. Solvent A was composed of water containing 0.2% acetic acid
and solvent B was composed of methanol 0.2% acetic acid. The gradient started at 2% B and
increased to 98% B in 13min and held at 98% B for 6min. Post-time was established at 5min, as

previously described (Ansoleaga et al. 2015).

Data were collected in positive and negative electrospray mode TOF operated in full-scan mode at
100-3000 m/z in an extended dynamic range (2 GHz), using N as the nebulizer gas (5 L/min, 350
°C). The capillary voltage was 3500 V with a scan rate of 1 scan/s. The ESI source used a separate
nebulizer for the continuous, low-level (10 L/min) introduction of reference mass compounds:
121.050873, 922.009798 (positive ion mode), and 119.036320, 966.000725 (negative ion mode),
which were used for continuous online mass calibration. The MassHunter Data Analysis Software
(Agilent Technologies, Barcelona, Spain) was used to collect the results, and the MassHunter
Qualitative Analysis Software (Agilent Technologies, Barcelona, Spain) was used to obtain the
molecular features of the samples, representing various co-migrating ionic species of a given
molecular entity using the Molecular Feature Extractor algorithm (Agilent Technologies, Barcelona,
Spain), as described (Jove et al. 2015; Sana et al. 2008). Finally, the MassHunter Mass Profiler
Professional Software (Agilent Technologies, Barcelona, Spain) was used to perform a nontargeted
metabolomic analysis of the extracted features. We selected samples with a minimum absolute
abundance of 5000 counts and with a minimum of 2 ions. Multiple charge states were not
considered. Compounds from different samples were aligned using an RT window of 0.1% =*
0.15min and a mass window of 5.0ppm * 2.0mDa. Only common features (found in at least 75%

of the samples of the same condition) were analyzed, correcting for individual bias. Data for
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principal component analysis (PCA), partial-least-square discriminant analyses (PLS-DA), and

hierarchical clustering were obtained using this software.

Mass spectrometry analysis of 2-SC

2-SC was determined as trifluoroacetic acid methyl ester (TFAME) derivatives in acid hydrolysed,
delipidated, and teduced brain protein samples by GC/MS using a HP6890 Series II gas
chromatograph (Agilent, Barcelona, Spain) with an MSD5973A Series detector and a 7683 Series
automatic injector, an HP-5MS column (30m x 0.25mm x 0.25um), and the described temperature
program (Naudi et al. 2013). Quantification was performed with internal and external
standardization using standard curves constructed from mixtures of deuterated and non-deuterated
standards. Analyses were carried out with selected ion-monitoring GC/MS (SIM-GC/MS). The
ions used were lysine and [*Hs|lysine, m/z 180 and 187, respectively, and 2-SC and [2H2]SC, m/z

284 and 286. The amounts of product was expressed as umoles of 2-SC per mol of lysine.

Western blot Analysis

The amounts of different factors associated with stress resistance and cell survival such as the
antioxidants catalase and SOD1, the FOXO transcriptional factor FOXO1, the repressor element
1-silencing transcription factor REST, and the master regulator that senses cell nutrient and energy
status, mechanistic target of rapamycin mTOR, were estimated using western blot analyses in

samples from brain tissue.

Brain tissue (50mg from each specific brain region) was homogenized in a buffer containing 180
mM KCl, 5 mM MOPS, 2 mM EDTA, 1 mM diethylenetriaminepentaacetic acid, 1 uM butylated
hydroxyltoluene, protease inhibitor mix (80-6501-23, Amersham Biosciences), and phosphatase
inhibitors (Na3VO4 1 mM, NaF 1mM). A brief centrifugation (1000 rpm at 4°C for 3 min) to pellet
and remove cellular debris was performed. The protein concentration was measured using the
Bradford method (Bio-Rad Protein Assay 500-0006). Proteins were separated by one-dimensional
SDS-PAGE. Samples were mixed with sample buffer (62.5 mM Tris—HCI pH 6.8, 2% SDS, 10%
glycerol, 20% 2-B-mercaptoethanol and 0.02% bromophenol blue) and heated at 95°C for 5 min.
Proteins (35 pg) were subjected to electrophoresis on 10% SDS-polyacrylamide minigels. For
immunodetection, proteins were transferred using a Mini Trans-Blot Transfer Cell (Bio Rad) in a
buffer containing 25 mM TRIS, 192 mM Glycine and 20% methanol, to polyvinylidene difluoride
(PVDF) membranes (Immobilon-P Millipore, Bedford, MA). The membranes were immersed in
blocking solution (0.5% BSA Sigma-Aldrich A4503, 0.1% Tween in TBS) at room temperature for
1h. After blocking, the membranes were washed two times using 0.05% TBS-T buffer. Afterwards,
they were incubated in primary solution using specific antibodies: anti-GFAP (1:1000, ref. ab7260),
anti-catalase (1:1000, ref. ab16731), anti-SOD1 (1:5000, ref. ab52950), anti-FoxO1 (1:1000, ref.
2880 Cell Signaling), anti-REST (1:1000, ref. ab21635), and anti-phospho-mTOR and anti-mTOR
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(1:1000 in both cases, ref. 2971s and 2972-Cell Signaling Technology, respectively). An antibody to
actin (1:5000, ref. A5441 Sigma) was also used in each analysis to determine the amount of the

different factors in reference to total protein mass.

The primary antibody was incubated at 4°C for 16 h. Then, the membrane was washed three times
in 0.05% TBS-T buffer and incubated at room temperature for 1 h with the appropriate secondary
antibodies [ECL Anti-mouse IgG, horseradish Peroxidase linked whole antibody-NA931V GE
Healthcare (1:50000) and ImmunoPure Goat Anti-Rabbit IgG peroxidase conjugated-31460 Pierce
Biotechnology (1:100000)]. After five washes with 0.05% TBS-T buffer, bands were visualized
using an enhanced chemiluminescence HRP substrate (Millipore, MA, USA). Signal quantification
and recording was performed with ChemiDoc equipment (Bio-Rad Laboratories, Inc., Barcelona,
Spain). The amounts of the determined factors were specifically calculated from the ratio of their
densitometry values in reference to the densitometry values of their own actin content. Ratio of
phospho-mTOR to total-mTOR was calculated. The amounts of REST and GFAP were
specifically calculated from the ratio of their densitometry values in reference to the densitometry

values of their gallyas stain protein.

Statistical analysis

All statistic calculations were performed using the SPSS software (SPSS Inc, Chicago, 1L, USA).
Values were expressed as means t standard error of the mean (SEM). Comparisons between
groups were made with ANOVA followed by DMS tests for paired groups. The minimum level of

statistical significance was set at p < 0.05 in all the analyses.

Results

Evidence from comparative studies of gene expression and evolution suggest that human
neocortical neurons are characterized by unusually high levels of energy metabolism, along with an
increase in glial cell density in the human frontal cortex in comparison with other anthropoid
primate species in order to support greater metabolic demands (Sherwood et al. 2006). We have
extended this idea to three different regions of the adult human brain cerebral cortex to evaluate
possible differences in the density of glial cells relative to neurons, as an indirect indication of
increased neuronal metabolic demands. Our results demonstrate that frontal cortex shows an
increased density of neurons along with a concomitant decrease in glial cells compared to
entorhinal cortex (p<0.01 and p<0.05, respectively) and hippocampus (p<0.05 and p<0.01,
respectively) (Fig. 1), suggesting lower neuronal metabolic demands specifically in frontal cortex.

To explore the bioenergetic demands of the different regions of the human cerebral cortex, we
measured using a TQMS approach a myriad of metabolites which directly (aconitate, succinate, and

fumarate) or indirectly (tryptophan, glutamate, glutamine, proline, carnitine and glyceraldehyde-3-
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phosphate) are associated with or involved in Krebs cycle (Fig. 2). No interregional differences
were detected for aconitate, tryptophan, carnitine, glutamate, or glutamine. In contrast, the
concentrations of succinate and fumarate, and of proline, were significantly lower in frontal cortex
compared to entorhinal cortex and hippocampus, while no differences were observed between

entorhinal cortex and hippocampus.

The post-translational modifications (PTMs) of cysteine residues include oxidation, S-
glutathionylation, S-nitrosylation, and succination, all of which modify protein function or turnover
in response to a changing intracellular redox environment. Succination is a chemical modification
of cysteine in proteins by the Krebs cycle intermediate, fumarate, yielding S-(2-succino) cysteine
(2SC). 2-8C setves as a biomarker of mitochondrial stress, and recent studies suggest that
succination is a mechanistic link between mitochondrial dysfunction, oxidative and ER stress, and
cellular progression toward apoptosis (Merkley et al. 2014). Results show that the steady-state levels
of 2-SC are significantly lower in frontal cortex compared to entorhinal cortex, with no differences

between entorhinal cortex and hippocampus (Fig. 2).

Cell physiology requires the construction of building blocks for new cellular components, including
proteins, lipids, and nucleic acids, as well the maintenance of cellular redox status, and genetic and
epigenetic status. Amino acid metabolism involving serine and glycine, and the carbon units that
they provide, satisfies many of these requirements. Figure 3 demonstrates the existence of
significant inter-regional differences in the concentrations of serine, glycine, and threonine, and
related metabolites such as choline, betaine, and sarcosine, thereby verifying that the concentrations
of all these metabolites are significantly lower in frontal cortex, and higher in hippocampus,

compared to entorhinal cortex.

We then investigated interregional differences of one-carbon metabolism in human cerebral cortex.
One-carbon metabolism integrates cellular nutrient status by cycling carbon units from amino acid
inputs to generate diverse outputs, including redox maintenance and cellular biosynthesis. In
particular, we focused our analysis on metabolites belonging to the methionine metabolism
(including the methionine cycle and the transsulfuration pathway) and purine metabolism. To assess
these pathways, we measured with TQMS the metabolites (directly or closely related to) that follow:
a) for methionine cycle: methionine, S-adenosyl-methionine, and homocysteine, as well as
spermidine and proline; b) for the transsulfuration pathway: cystationine, cysteine, gluthatione,
taurine, and vitamin B6 (pyridoxal and pyridoxamine); and finally, ¢) for purine metabolism: inosine
monophosphate (IMP), adenosine monophosphate (AMP), guanosine monophosphate (GMP),
adenosine, inosine, xanthosine, hypoxanthine, and xanthine, and we included the metabolite from
pentose phosphate pathway ribose-5-phosphate. TQMS analysis showed a marked decrease in the
concentration of all metabolites of the methionine cycle in frontal cortex with respect to

hippocampus and/or entorhinal cortex, while significantly higher concentrations of SAM and
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spermidine in hippocampus compared to entorhinal cortex were detected (Fig. 4). No interregional
changes were detected for metabolites of the transsulfuration pathway, with the exception of
taurine, which was significantly higher in hippocampus compared to entorhinal cortex, and again
lower in frontal cortex compared to hippocampus (Fig. 4). No interregional difference was detected
for the metabolites of the purine metabolism, with the exception of xanthosine, hypoxhantine and

ribose-5P, which were significantly lower in frontal cortex (Fig. 5).

We then considered whether this interregional different metabolic status might be associated with
changes in cellular systems linked to stress resistance and cell survival. To this end, we measured
the antioxidant enzymes catalase and SOD1, the FOXO transcriptional factor FOXO1, the
repressor element 1-silencing transcription factor REST, and the master regulator that senses cell
nutrient and energy status, mechanistic target of rapamycin mTOR (Fig. 6). Western blots analysis
showed that catalase and SOD1 were significantly and specifically increased in frontal cortex, that
FOXOT1 and REST did not show interregional differences, and that the activation of mTOR was

significantly lower in frontal cortex.

We finally examined whether these particular interregional differences in metabolic pathways could
be ascribed to a more general region-specific metabolomic status. For this purpose, we determined
the tissue metabolomic profile using high-throughput metabolomic profiling technologies. Using an
untargeted approach and selecting only those molecular features which were present in at least 75%
of the samples of the same group (about 3500 joining positive and negative ionization modes) we
performed the multivariate statistics. As shown in Figure 7A hierarchical clustering perfectly
discriminates among the three brain regions studied. Furthermore, this discrimination was also
present when PCA and PLS-DA algorithms were applied (Fig. 7B), indicating that brain area is the
main factor determining metabolome differences. Furthermore, and according to clustering

analyses, entorhinal and frontal cortex were closer to each other than to hippocampus (Fig. 7A).

Discussion

Although metabolic pathways that are significant for brain function are highly conserved
across diverse taxa (Peregrin-Alvarez et al. 2009), current findings show that brain
metabolism experienced considerable changes in primates and, unambiguously, in the
human evolutionary lineage (Somel et al. 2013). In addition to evolutionary considerations,
brain neurons offer a diverse response to stresses and adverse factors during aging or as a
result of both NDD and NPD (Mattson and Magnus 20006; Jove et al. 2014; Naudi et al.
2015). The morphological and functional diversity among neuronal cells, the temporal
trajectory of functional losses during the aging process, the temporal pattern and specificity

in the appearance and development of each NDD and NPD, as well as the heterogeneity in
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neuronal responses to cell-damaging processes associated with each of the diseases, all confirm the
existence of a cross-regional SNV (Mattson and Magnus 2006; Jove et al. 2014; Naudi et al. 2015).
This SNV could be expressed through a neuron(region)-specific metabolomic profile. Hence,
metabolomics can help to define and improve understanding of cellular (regional) diversity in the
CNS. From an inter-regional comparative perspective there is, however, a lack of studies focused
on outlining the specific metabolomics of the distinctly functional sub-regions of the brain. The
establishment of metabolic differences between areas (including differing regulation of critical
pathways) could help define the susceptibility of individuals to NDD and NPD, opening a new way
to improved understanding of these pathologies and potentially allowing for eatlier diagnosis and
improved prognosis. To shed light on this, we performed a comparative metabolomic analysis of

three healthy human brain regions: entorhinal cortex, hippocampus, and frontal cortex.

Our results show the existence of reduced energy demand, mitochondrial stress and one-carbon
metabolism (particularly restricted to the methionine cycle) specifically in frontal cortex. These
findings along with a better antioxidant capacity and lower mTOR signaling as well in frontal cortex
suggest that this brain region is especially resistant to stress compared to the entorhinal cortex and

hippocampus, which are more vulnerable regions.

The one-carbon metabolism can be considered as an integrator of nutrient status. Thus, inputs in
the form of glucose and amino acids enter the metabolic network, are metabolized, and then
become output for diverse biological functions. For one-carbon metabolism, the integration is
supported through the donation of carbon units from specific amino acids. These carbon units are
distributed via a series of pathways for use in diverse cellular processes that include cellular
biosynthesis, regulation of redox status, regulation of epigenetics through nucleic acid and protein
methylation, and genome maintenance through the regulation of nucleotide pools. The partitioning
of carbon units into these different cellular outputs involves three interrelated pathways: the folate
cycle, the methionine cycle and the transsulfuration pathway. More and more studies have shown
that defects in one-carbon metabolism in brain induce deep disturbances in cell physiology as a
consequence of the relevant pathways where one-carbon metabolism is involved, and also, more
importantly, through the toxic effects derived from the metabolites which shape the core of the
methionine cycle. Thus, information has been emerging regarding a connection between
homocysteine metabolism and cognitive function, from mild cognitive decline to vascular dementia
and Alzheimer’s disease (Miller 2003). In contrast, low methionine and derived metabolite content,
either constitutively or induced by nutritional intervention, is associated with resistance to stress
and a longer lifespan (Pamplona and Barja 2006; Naudi et al. 2007; Pamplona and Barja 2011).
Hence, we may infer that the lower one-carbon metabolism observed in frontal cortex is a

physiological adaption which confers a resistance to stress on this region.
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Available evidence indicates that the mTOR signaling pathway is involved in cellular senescence,
brain aging, and age-related neurodegenerative diseases (Gatelick and Kennedy 2011; Perluigi et al.
2015; Bockaert and Marin 2015). mTOR is a conserved serine/threonine kinase which regulates cell
growth and metabolism in response to nutrients, growth factors, and cellular energy conditions. An
increasing number of studies show that disturbance in mTOR signaling in the brain affects multiple
pathways including glucose metabolism, energy production, mitochondrial function, cell growth,
and autophagy. All these events are key players in age-related cognitive decline as well as NDD and
NPD. Conversely, attenuation of the mTOR signal, through pharmacological and nutritional
intervention, increases longevity and is associated with a healthy lifespan, including improvement in
brain function (Garelick and Kennedy 2011; Perluigi et al. 2015). Consequently, we may infer that
the lower mTOR signalling observed in frontal cortex is a physiological adaption which confers a

resistance to stress on this region.

Our results define the existence of deep metabolome differences of three different mature and
healthy human brain regions, confirming the existence of cross-regional differences in the human
brain. We must note, however, that even though our analysis covers key cellular metabolic
pathways, it is far from being comprehensive. Nevertheless, our findings indicate that the
metabolomics signature is an optimized feature associated with diversity among neuronal
populations in brain cortex, allowing us to hypothesize that the metabolic optimization of some
physiological traits, such as resistance to stress, is region-specific. However, it is evident that more
studies are needed to establish a metabolomic-wide atlas of metabolites in the adult human brain,
and to show how this is projected during the aging process and the onset and progression of NDD
and NPD.
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Table 1. Cases examined

Case Age (y) Gender Pos::;;);tem Enct;):t}i?al Hippocampus lzzclrtletil
1 43 Man 4h 35 min X
2 43 Man 5h 55 min X
3 47 Man 4h 55 min X
4 48 Woman 4h X
5 50 Man 17h 15 min X
6 52 Man 4h 04 min X
7 52 Man 4h 40 min X
8 53 Man 7h 25 min X
9 54 Woman 14h 25 min X X
10 54 Man 10h 35 min X X
11 56 Man 3h 45 min X X X
12 56 Man 8h 50 min X X
13 57 Man 20h 30 min X X
14 58 Man 3h 10 min X X
15 58 Man 4h X
16 58 Man 8h 05 min X X
17 59 Man 4h 15 min X X
18 61 Man 3h 55 min X X
19 64 Woman 5h X

20 66 Woman 4h 15 min X X
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Table 2. Analytical traits of the panel of metabolites designed to be measured in the
samples of cerebral cortex from healthy adults.

Dynamic MRM

Compound Precursor | Product | Ret time | Delta Fragmentor | Collision Cell Polarity
name ion ion (min) ret time energy accelerator

voltage

3 P-Glycerate (*) 185 97 0.82 1 75 12 7 Negative
Cis-Aconitate 175.03 129 1.5 1 65 4 7 Positive
Fumarate 115 71 1.8 1 60 4 7 Negative
Glutamic acid 146 102.1 0.8 1 75 12 7 Negative
Glutamine 147.1 84 0.79 1 70 16 7 Positive
Glyceraldehyde 3P 168.99 97 0.8 1 119 4 7 Negative
L-Carnitine 162.1 60.1 0.81 1 107 16 7 Positive
NADH (¥) 666 136.7 2.4 1 124 44 7 Positive
NADPH (¥) 746.1 302 1.57 1 129 36 7 Positive
Phosphoenolpyruvate (*) 166.97 79 0.84 1 55 8 7 Negative
Proline 116.07 70.1 0.81 1 75 16 7 Positive
Pyruvate (*) 87 43.1 1.4 1 35 4 7 Negative
Succinate 117 73.1 2.2 1 65 8 7 Negative
Tryptophan 205.1 188.1 9.8 1 70 4 7 Positive
Betaine 118.09 58.1 0.82 1 107 28 7 Positive
Choline 105.12 61.1 0.78 1 92 16 7 Positive
Glycine 76 48.1 0.78 1 35 0 7 Positive
L-Serine 106.05 60.1 0.79 1 60 8 7 Positive
Sarcosine 90.06 44.1 0.8 1 40 16 7 Positive
Threonine 120.1 74.1 0.8 1 65 4 7 Positive
5-Methyl-THF (*) 460.2 313.3 13.3 2 104 12 7 Positive
Cysteine 122.03 59 0.85 1 129 24 7 Positive
Cystathionine 223.08 88 0.8 1 77 24 7 Positive
Folate acid (*) 442.15 295.1 9.35 2 92 8 7 Positive
GSH 308.09 84 1.6 1 97 28 7 Positive
GSSG (%) 613.16 355 1.4 1 161 16 7 Positive
Homocysteine 136.2 90 0.88 1 65 4 7 Positive
Methionine 150.06 56.1 1.4 1 70 12 7 Positive
PLP (¥) 248 94.2 1.6 1 110 28 7 Positive
Pyridoxal 168.1 150 1.6 1 70 8 7 Positive
Pyridoxamine 169.1 150.2 0.82 1 70 12 7 Positive
SAH (*¥) 385.13 136 4.39 1 97 12 7 Positive
SAM 399.15 250 0.8 1 100 8 7 Positive
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Dynamic MRM

Compound Precursor | Product | Ret time | Delta Fragmentor | Collision Cell Polarity
name ion ion (min) ret time energy accelerator

voltage

Spermidine 146.2 72.1 0.71 1 75 12 7 Positive
Taurine 124 80 0.8 1 102 20 7 Negative
Adenosine 268.1 136 6 1 92 12 7 Positive
ADP (¥ 426.02 158.9 1.33 1 134 20 7 Negative
AMP 348.07 136 1.8 1 102 16 7 Positive
Desoxyguanosine (*) 268.1 110 9.3 1 168 44 7 Positive
Desoxyguanosine 5SMP (*) 348.07 152 3.58 1 85 8 7 Positive
Guanine (¥) 152.1 135 1.46 1 107 16 7 Positive
Guanosine 5SMP 364 152 0.86 1 87 8 7 Positive
Hypoxanthine 137.05 55.1 2 1 109 32 7 Positive
Inosine 269.09 137 7.3 1 70 4 7 Positive
Inosine 5SMP 349.06 137 2.08 1 72 4 7 Positive
Inosine 5DP (*) 427 158.9 1.2 2 119 24 7 Negative
Ribose 5-P 151.06 68.9 0.67 1 40 16 7 Positive
Xanthine 153 110 2.54 1 92 16 7 Positive
Xanthosine 285.1 153 7.6 2 65 4 7 Positive
L-Carnosine (¥) 227.1 110.2 0.8 1 92 20 7 Positive
Myo-inositol 179.05 87 0.75 1 102 16 7 Negative
N-Acetyl-Asp-Glut 305.1 148 2.9 1 70 4 7 Positive
N-Acetyl-Asp acid (*) 174 88 1.49 1 75 12 7 Positive
Phenilalanine-'3C (standard) |  167.09 120.1 5.9 2 70 8 7 Positive

Of the initial 53 metabolites included in and optimized for the analysis, 17 (marked by *) were
finally excluded because after the extraction method they were absent. So the final analyzed panel

was composed of 36 metabolites.
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Figures

Figure 1. Content of neurons and glial cells in different regions of the adult human cerebral
cortex. N-acetyl-Asp-Glu was used as marker for neuronal content, and myoinositol and GFAP as
markers for glial cells content. N-acetyl-Asp-Glu and Myoinositol were determined with TQMS,
while GFAP was measured with western blot. *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001. a, significant
differences with respect to entorhinal cortex; b, significant differences with respect to

hippocampus.

Figure 2. Concentrations of metabolites involved in bioenergetics metabolism in different
regions of the adult human cerebral cortex. Metabolites were detected and quantified with
TQMS. The steady-state level of 2-SC was measured with GC-MS. *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001. a, significant differences with respect to entorhinal cortex; b, significant differences with

respect to hippocampus.

283



MANUSCRIT ENVIAT A The FASEB Journak

Figure 3. Tissue concentrations of metabolites from the serine, glycine and threonine
metabolism in different regions of the adult human cerebral cortex. All metabolites were
measured with TQMS. *, p<0.05; **, p<0.01; ***  p<<0.001. a, significant differences with respect to

entorhinal cortex; b, significant differences with respect to hippocampus.

Figure 4. Tissue concentrations of metabolites belonging to the methionine metabolism,
including the methionine cycle and the transsulfuration pathway, in different regions of the
adult human cerebral cortex. All metabolites were measured with TQMS. *, p<0.05; **, p<0.01;
wx p<0.001. a, significant differences with respect to entorhinal cortex; b, significant differences

with respect to hippocampus.
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Figure 5. Tissue concentrations of metabolites from the purine metabolism in different
regions of the adult human cerebral cortex. All metabolites were measured with TQMS. *,
p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001. a, significant differences with respect to entorhinal cortex; b,

significant differences with respect to hippocampus.
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Figure 6. Tissue protein expression of factors associated with stress resistance and cell
survival in different regions of the adult human cerebral cortex. The antioxidants catalase and
SOD1, the FOXO transcriptional factor FOXO1, the repressor element 1-silencing transcription
factor REST, and the master regulator that senses cell nutrient and energy status, mechanistic target
of rapamycin mTOR, where all determined with Western Blot. *, p<<0.05; **, p<<0.01; ***, p<0.001.
a, significant differences with respect to entorhinal cortex; b, significant differences with respect to

hippocampus.
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Figure 7. Metabolomic profiles of entorhinal cortex, frontal cortex, and hippocampus of
healthy adult brain human. (A). Heat map representation of hierarchical clustering of molecular
features found in sample. Each line of this graph represents an accurate mass, coloured according
to its abundance intensity normalized to internal standard and baselining to median/mean across
the samples. The scale from —11.9 (blue) to 11.9 (red) represents this normalized abundance in

arbitrary units. (B). Tridimensional PCA and PLS-DA graphs.
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Abstract

The aging of the human brain is a cause of cognitive decline in the eldetly and the major risk factor
for Alzheimer’s disease. Human neurons are functional over an entire lifespan, yet the mechanisms
that preserve function and protect against neurodegeneration during aging are unknown.
Furthermore, the time in life when brain aging begins is undefined. Here we show that oxidative
and glycoxidative damage significantly increases during human brain aging, with a breakpoint at 60
years old. This trajectory is coincident with a decrease in the content of the mitochondrial
respiratory chain complex I to IV. In addition, our findings suggest that the deterioration in
oxidative stress homeostasis during aging induces an adaptive response of stress resistance
mechanisms based on the sustained expression of REST, and decreased expression of Akt and

mTOR over the adult lifespan in order to preserve cell neural survival and function.

Introduction

Human brain aging is characterized by stereotypical structural and neurophysiological changes and
variable degrees of cognitive decline (Andrews-Hanna et al., 2007; Yankner et al., 2008; Bishop et
al., 2010; Naudi et al., 2015). Indeed cognitive decline is emerging as one of the greatest health
challenges of the 21st century. As the life expectancy of the population has increased, so too has
the prevalence of cognitive decline and dementia, mostly in the form of Alzheimer’s disease (AD).
Thus, current data indicate that eighty-one percent of people who have AD are age 75 or older in
the United States (Hebert et al., 2013). So, the greatest risk factor for cognitive decline and AD in
the elderly is age itself. Consequently, the development of age-related neurodegenerative
pathologies must be understood in the context of the molecular bases of the physiological aging

process.

Functional genetic analysis has identified signaling pathways and phenotypes that influence aging in
model organisms and brain aging in mammals. Among them, of particular note are changes in
genes involved in synaptic plasticity, vesicular transport, mitochondrial function and stress-response
(Lee et al., 2000; Jiang et al., 2001; Blalock et al., 2003; Lu et al., 2004; Erraji-Benchekroun et al.,
2005; Lin and Beal, 2000; Zahn et al., 2007; Yankner et al., 2008; Bishop et al., 2010; Jove et al.,
2014).

Human neurons, however, are functional over an entire healthy lifespan, in contrast to AD
pathology, but the mechanisms that preserve function and protect against neurodegeneration
during aging are unknown. Multiple lines of evidence suggest that progressive oxidative damage is a
conserved, central mechanism of age-related functional decline (Sohal, 2002; Pamplona and
Costantini, 2011; Jove et al., 2014), but surprisingly little is known about the changes occurring in

specific oxidative markers in the human brain over the adult lifespan. Furthermore, the methods
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used in these studies did not allow measurement of specific markers, and any changes at this level

are yet to be determined. In addition, the time in life when brain aging begins is as yet undefined.

In the present work, the use of mass spectrometry technologies allowed us to determine a specific
non-enzymatic oxidative protein damage profile of the human frontal cortex in individuals ranging
from 40 to 90 years old. The choice of frontal cortex is based on the fact that it is a brain region
that emerged recently during primate evolution and it is implicated in cognitive function including
reasoning, planning, social behavior, and general intelligence. In addition to the protein damage
marker analysis, we also measured the content of mitochondrial complexes of the electron
transport chain, as well as different factors associated with stress resistance and cell survival such as
the repressor element 1-silencing transcription factor REST, a regulator of neuroprotective stress
response, and the serine/threonine kinase AKT, a member of the AKT signal transduction pathway
that promotes survival and growth in response to extracellular signals, and the master regulator that

senses cell nutrient and energy status, the mechanistic target of rapamycin mTOR.

Material and Methods

Chemicals

Unless otherwise specified, all reagents were from Sigma-Aldrich, and of the highest purity

available.

Human samples

Brain samples were obtained from the Institute of Neuropathology Brain Bank following the
guidelines of the local ethics committee, and in accordance with recently published criteria of
sample quality (Ferrer 2015). The selection of cases examined in the present study corresponded to
a consecutive series of donations having in common (i) lack of neurological symptoms and signs,
(i1 lack of known hepatic or renal function impairment, and (iii) lack of evidence of prolonged
agonal state. The brains of adult healthy subjects were obtained from 3 to 15 h after death, and

were immediately prepared for morphological and biochemical studies (see Table 1).

At autopsy, one hemisphere was fixed in 4% buffered formalin for about three weeks while the
other hemisphere was cut in coronal sections 1 cm thick; selected samples of the brain were
dissected and kept in labelled plastic bags, immediately frozen on dry ice, and stored at -80°C until
use. The neuropathological study, was carried out on formalin-fixed, paraffin-embedded samples of
the frontal, primary motor, primary sensory, parietal, temporal superior, temporal inferior, anterior
cingulated, anterior insular, and primary and associative visual cortices; entorhinal cortex and
hippocampus; caudate, putamen and globus pallidus; medial and posterior thalamus; subthalamus;
Meynert nucleus; amygdala; midbrain (two levels), pons and medulla oblongata; and cerebellar

cortex and dentate nucleus. De-waxed sections, 5 mm thick, were stained with haematoxylin and
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eosin, and Kluver Batrera, or processed for immunohistochemistry to f-amyloid, phosphorylated

tau, a-synuclein, ubiquitin, p62, TDP43, glial fibrillary protein, and microglia markers.

Selected cases did not show lesions on neuropathological examination including any kind of -
amyloid, tau, hypoxic, or vascular pathology. Following initial screening, the present series included
41 cases: 22 men and 19 women, with an age ranging from 43 to 86 years, and with post-mortem
delay ranging from 2h to 19h 30 min (Table 1). Frozen samples of frontal cortex area 8 were used

for biochemical studies.

Protein oxidation, glycoxidation, and succination

Markers of protein oxidation (the protein carbonyls glutamic [GSA] and aminoadipic [AASA]
semialdehydes), glycoxidation (carboxyethyl-lysine [CEL], carboxymethyl-lysine [CML]|, and
carboxymethyl-cysteine [CMC]), and succination (S-(2-succinyl) cysteine [2SC]), were determined as
trifluoroacetic acid methyl ester (TFAME) derivatives in acid hydrolyzed delipidated and reduced
tissue protein samples by gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS) (Pamplona et al. 2005)
using an HPG6890 Series II gas chromatograph (Agilent, Barcelona, Spain) with an MSD5973A
Series detector and a 7683 Series automatic injector, a HP-5MS column (30-m x 0.25-mm x 0.25-
um), and the described temperature program (Pamplona et al. 2005). Quantification was performed
by internal and external standardization using standard curves constructed from mixtures of
deuterated and non-deuterated standards. Analyses were carried out with selected ion-monitoring
GC/MS (SIM-GC/MS). The ions used were: lysine and [2H8]lysine, m/z 180 and 187, respectively;
5-hydroxy-2-aminovaleric acid and [2H5]5-hydroxy-2-aminovaleric acid (stable derivatives of GSA),
m/z 280 and 285, respectively; 6-hydroxy-2-aminocaproic acid and [2H4]6-hydroxy-2-aminocaproic
acid (stable derivatives of AASA), m/z 294 and 298, respectively; CEL and [2H4]CEL, m/z 379
and 383, respectively; CML and [2H2]CML, m/z 392 and 394, respectively; CMC and [13C3-
15N]CMC, m/z 271 and 273, respectively; and 2-SC and [2H2]|SC, m/z 284 and 286. The amounts
of product were expressed as umoles of GSA, AASA, CEL, CML, CMC, or SC per mol of lysine.

Western blotting

The amounts of a) the mitochondrial respiratory chain complex I to IV, b) the complex I regulatory
factors AIF (apoptosis-inducing factor), c) the repressor element 1-silencing transcription factor
REST, and d) the serine/threonine kinase AKT, a member of the AKT signal transduction pathway
that promotes survival and growth in response to extracellular signals, and the master regulator that
senses cell nutrient and energy status, the mechanistic target of rapamycin mTOR, were estimated
using western blot analyses in samples from brain tissue. Brain samples (50mg) were homogenized
in a buffer containing 180 mM KCl, 5 mM MOPS, 2 mM EDTA, 1 mM

diethylenetriaminepentaacetic acid, 1 uM butylated hydroxyltoluene, protease inhibitor mix (80-
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6501-23, Amersham Biosciences), and phosphatase inhibitors (Na3VO4 1 mM, NaF 1mM). After a
brief centrifugation (1000 rpm at 4°C for 3 min) to pellet cellular debtis, protein concentrations
were measured in the supernatants using the Bradford method (Bio-Rad Protein Assay 500-0006).
Proteins were separated by one-dimensional SDS-PAGE. Samples were mixed with sample buffer
(62.5 mM Tris—HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 20% 2-B-mercaptoethanol and 0.02%
bromophenol blue) and heated at 95°C for 5 min. Proteins (20 pg for respiratory chain complexes
and AIF, and 35 pg for the others) were subjected to electrophoresis on 10% SDS-polyacrylamide
minigels. For immunodetection, proteins were transferred using a Mini Trans-Blot Transfer Cell
(Bio Rad) in a buffer containing 25 mM TRIS, 192 mM glycine, and 20% methanol, to
polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Immobilon-P Millipore, Bedford, MA). The
membranes were immersed in blocking solution (0.2% I-Block Tropix AI300 or 0.5% BSA Sigma-
Aldrich A4503, 0.1% Tween in TBS) at room temperature for 1 hour. After blocking, the
membrane was washed two times using 0.05% TBS-T buffer. Afterwards, the membrane was
incubated in primary solution using specific antibodies: anti-29kDa (NDUFS3) subunit of complex
I (1:1000, ref. 459130, Invitrogen), anti-70kDa subunit (Flavoprotein) of complex II (1:500, ref.
459200, Invitrogen), anti-48kDa (CORE 2) subunit of complex III (1:1000, ref. 456220,
Invitrogen), anti-57kDa (COXI subunit) of complex IV (1:1000, ref. 459600, Invitrogen), anti-AIF
(1:1000, ref. A7549, Sigma), anti-porin (1:1000, ref. A31855, Molecular Probes), anti-actin (1:5000,
ref. A5411, Sigma), anti-REST (1:1000, ref. ab21635, Abcam), anti-phospho-Akt (1:1000, ref. 9271,
Invitrogen) and anti-Akt (1:1000, ref. 44-609G, Invitrogen), and anti-phospho-mTOR and anti-
mTOR (1:1000 in both cases, ref. 2971s and 2972-Cell Signaling Technology, respectively).

The primary antibody was incubated at room temperature for 1 hour for mtComplexes and AIF,
and at 4°C for 16 h for the other factors. The membrane was washed three times in 0.05% TBS-T
buffer and incubated at room temperature for 1 hour with the appropriate secondary antibodies
[ECL Anti-mouse IgG, horseradish Peroxidase linked whole antibody-NA93IV GE Healthcare
(1:30000) and ImmunoPure Goat Anti-Rabbit IgG peroxidase conjugated-31460 Pierce
Biotechnology (1:100000)]. After five washes with 0.05% TBS-T buffer, bands were visualized
using an enhanced chemiluminescence HRP substrate (Millipore, MA, USA). Signal quantification
and recording was performed with ChemiDoc equipment (Bio-Rad Laboratories, Inc., Barcelona,
Spain). The amounts of the determined factors were specifically calculated from the ratio of their
densitometry values in reference to the densitometry values of their own porin content. The
amount of REST was specifically calculated from the ratio of their densitometry values in reference
to the actin content. Ratios of phospho-mTOR to total-mTOR, and phospho-AKT to total-AKT,

were also calculated.
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RNA purification

The purification of RNA from human frontal cortex (n = 3-4 samples per decade) was carried out
with RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the protocol provided by
the manufacturer, after DNase digest to avoid extraction and later amplification of genomic DNA.
Quality of isolated RNA was first measured with Bioanalyzer Assay (Agilent, Santa Clara, CA). The
concentration of each sample was obtained from A260 measurements with Nanodrop 2000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE). RNA integrity (RIN) was tested using the Agilent 2100
BioAnalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). RIN values were higher than 6 for all samples
used (see Table 1).

Retrotranscription reaction

The retrotranscriptase reaction was carried out using a High-Capacity cDNA Archive kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) following the protocol provided by the supplier.
Parallel reactions for an RNA sample were run in the absence of MultiScribe Reverse

Transcriptase to assess the degree of contaminating genomic DNA.

TaqMan PCR

TagMan quantitative RT-PCR assays for each gene were performed in triplicate on cDNA samples
obtained from the retrotranscription reaction using the ABI Prism 7900 Sequence Detection system
(Applied Biosystems, Life Technologies, Waltham, MA). For each 10uL TaqMan reaction, 4.5pL
cDNA was mixed with 0.5uL 20x TagMan Gene Expression Assays and 5pl. of 2x TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). The reactions were carried out using the
following parameters: 50°C for 2min, 95°C for 10 min, and 40 cycles of 95°C for 15 seconds and
60°C for 1min. Finally, all TagMan PCR data wete captured using the Sequence Detection Software
(SDS version 1.9; Applied Biosystems). The identification numbers and names of all TagMan
probes used are shown in Table 2. Samples were analyzed with the double-delta cycle threshold
(AACT) method. The ACT values represent normalized target gene levels with respect to the
internal control (ACTB). The AACT values were calculated as the ACT of each test sample minus
the mean ACT of the calibrator samples for each target gene. The fold change was determined

using the equation 2(—AACT).

Immunohistochemistry

Tissue samples were embedded in paraffin, and 4-umthick coronal sections were obtained
with a sliding microtome. Endogenous peroxidases were blocked by incubation in 10%
methanol-1% H2O2 solution for 15 minutes, followed by 3% normal horse serum

solution, and then incubated at 4°C overnight with one of the primary antibodies indicated-
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that is, anti-mtComplex 1 (ref. 459130, Invitrogen), anti-REST (ref. ab21635, Abcam), anti-
Akt (ref. 44-609G, Invitrogen), and anti-mTOR (ref. 2972-Cell Signaling Technology).
Sections were subsequently rinsed and incubated with biotinylated secondary antibody
(Dako, Glostrup, Denmark), followed by EnVision+ system peroxidase (Dako) and,
finally, the chromogen diaminobenzidine and H202. Some sections were incubated
without the primary antibodies; no immunostaining was detected in these sections. Sections
were lightly counterstained with hematoxylin. After staining, the sections were dehydrated
and coverslipped for microscopic assessment. The mounting medium used for image
acquisition was DPX. Images were acquired with an Olympus BX51 microscope (UPlan
FL. N 20 X /0.50 Ph1) (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) connected to an Olympus
DP71 camera and Cell™B software (Olympus Corporation).

Statistical analysis

To model the relationships between brain age and protein oxidative damage biomarkers were used,
both generalized additive model (GAM) and joinpoint regression. GAM (Hastie et al., 1990) is an
extension of the Generalised Linear Model (GLM) where the assumption of linear dependency
between the response variable and the covariates is relaxed. GAMs provide more flexibility than
GLMs to capture non-linear relationships by using smooth functions like piecewise polynomials
that join at points called knots. After the GAM analysis, in order to search for a potential break
point in the age variable in relation to each independent variable (protein oxidative damage
biomarkers) a joinpoint regression was applied. Joinpoint regression is a statistical modeling
technique that explains the relationship between two variables by means of a segmented linear
regression constrained so as to be continuous everywhere, in particular in those places where the
slope of the regression function changes. These two analyses were done using the libraries “mgcv”

and “segmented” of the R statistical software v.2.10.

Regression equations were obtained using nonlinear regression analyses with the curve estimation
method of the SPSS/PC software for Windows (SPSS, Chicago, IL). Comparisons between groups
were analyzed with one way ANOVA. The level of statistical significance was set at p<<0.05 in all
the analyses. These statistical analyses were performed using the SPSS software (SPSS, Chicago, 1L,
USA).

Results

Evidence from comparative studies of gene expression and evolution suggest that human
neocortical neurons are characterized by unusually high levels of energy metabolism (Sherwood et

al. 2006; Somel et al., 2013). Furthermore, multiple lines of evidence suggest that defects of energy
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metabolism, mitochondrial dysfunction, and progressive oxidative damage are a conserved, central
mechanism of age-related functional decline of the human brain (Jove et al, 2014). We applied this
idea to a key region of the adult human brain, the frontal cortex, to evaluate temporal trajectories of
specific protein damage markers using a mass spectrometry technique, as direct markers of protein
oxidation. Our results demonstrate the existence of a significant relationship between frontal cortex
specific protein damage markers and age analysed by generalized additive model (GAM). In
particular, this relationship shows an increase with age for the protein oxidation-derived markers
GSA and AASA, and the glycoxidation-detived markers CEL and CML (p-values of the age
smooth term were p <0.00001 for GSA and AASA, p=0.0003 for CEL, and p=0.012 for CML)

(Figure 1).

The post-translational modifications of cysteine residues include oxidation, S-glutathionylation, S-
nitrosylation, glycoxidation, and succination, all of which modify protein function or turnover in
response to a changing intracellular redox environment (Thorpe and Baynes, 2003). Succination is a
chemical modification of cysteine in proteins by the Krebs cycle intermediate, fumarate, yielding 2-
SC. 2-SC serves as a biomarker of mitochondrial stress, and recent studies suggest that succination
is a mechanistic link between mitochondrial dysfunction, oxidative and ER stress, and cellular
progression toward apoptosis (Merkley et al. 2014). In contrast to oxidative and glyoxidative
markers, no changes associated with age for the protein non-enzymatic modification of the cysteine
residues CMC and the cysteine-derived succination marker SC were detected. (p-values of the age

smooth term were p=0.114 for CMC, and p=0.155 for 2-SC) (Figure 1).

Reinforcing our findings, the potential interference of the variables gender and post-mortem time
in the temporal trajectories of the different protein damage markers was ruled out after applying the

corresponding GAM analysis (see Supplementary Data).

To shed light upon a possible juncture when brain aging begins, we applied a jointpoint regression
model to determine the breakpoint where the temporal trajectories for oxidative and glycoxidative
markers show a significant inflection point followed with a more pronounced increase in protein
damage. Our analysis suggests that the breakpoint is located around 60 years old (GSA: 62.64 *
0.79 years old, R2(adj)=0.5459; AASA: 63.77 £ 5.64 years old, R2(adj)=0.538; CEL: 63.60 + 20.44
years old, R2(adj)=0.2868).

Because organ-specific analysis of brain aging has revealed a progressive decline in mitochondrial
gene expression in rats, rhesus macaques, and humans (Lu et al., 2004; Blalock et al., 2003; Loerch
et al., 2008), and mitochondrial function seems to exert an important modulating influence on the
aging process (Pamplona and Barja, 2000), we investigated the content of mitochondrial electron
transport chain complexes during human brain aging. Our results showed a significant decrease in

the concentration of all electron transport chain complexes (from CI to CIV) with age, with this
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trajectory especially evident in the decade following age 60 (Figure 2). In parallel, we also observed
a decrease in the content of mitochondrial AIF which is consistent with the decrease in the amount
of complex I because AIF, in addition to apoptotic functions, is also required for mitochondrial
oxidative phosphorylation and has a specific role in the biogenesis and maintenance of complex 1
(Vahsen et al. 2004; Porter and Urbano 2006) (Figutre 2). In contrast, the expression of complex V
(ATP synthase) did not show any difference with age.

We then considered whether these changes in protein oxidative damage and mitochondrial
complexes might be associated with changes/adaptions in cellular systems linked to stress
resistance and cell survival. To this end, we measured the repressor element 1-silencing
transcription factor REST, a regulator of neuroprotective stress response (Lu et al., 2014), and the
serine/threonine kinase Akt, a member of the Akt signal transduction pathway that promotes
survival and growth in response to extracellular signals, and the master regulator that senses cell
nutrient and energy status, the mechanistic target of rapamycin mTOR (O’Neill, 2013). Western
blot analysis showed sustained expression of REST over the adult lifespan which was also observed
for mRNA expression (Figure 3). Interestingly, a significant correlation was also observed,
expressed through a quadratic equation, between the REST content and the protein oxidation
markers GSA and AASA (Figure 4). The protein expression of Akt decreased significantly with age,
especially at advanced ages, but this is not reflected in the mRNA levels, whereas mTOR protein

expression and mRNA levels decrease significantly with age, especially at advanced ages (Figure 3).

In this line, the results obtained with immunohistochemistry for complex I, REST, Akt, and mTOR
in human frontal cortex tissue confirm the temporal trajectories described above and demonstrate
that the observed changes may be ascribed to neurons (Figure 5). Thus, the punctate cytoplasmic
Complex 1 immunoreactivity detected in neurons, suggestive of their mitochondrial location,
showed a decrease in staining across the decades. For REST, nuclear immunoreactivity was
detected in neurons which were unaffected with age, indicative of sustained expression during
normal brain aging. Finally, Akt and mTOR were detected at the cytoplasmic level, verifying

decreased immunoreactivity in neurons during brain aging, particularly from 60 onward.

Discussion

Available evidence suggests that progressive oxidative damage is a conserved, central mechanism of
age-related functional decline (Sohal, 2002; Muller FL et al., 2007; Pamplona and Costantini, 2011;
Jove et al.,, 2014). Thus, previous studies have reported increased levels of a) protein carbonyls,
comparing young adults versus aged animal groups, in whole brain and specific regions in rats
(Brizzee et al., 1969; Dubey et al., 1996; Forster et al., 1996), and in the occipital lobe of human
brain tissue (Smith et al., 1991); b) 8-oxodG, a marker of DNA oxidation, in rat brain (Herrero and

Barja 2001; Hamilton, 2001), and c¢) the advanced glycation endproducts Ne-carboxymethyl-lysine
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(CML), imidazolone and pentosidine, all of them using immunohistochemistry techniques, in aged
and AD human brains (Takeda et al., 2001; Jono et al., 2002, Luth et al., 2005). The present study is
the first to analyze selective and specific protein oxidative damage markers by mass spectrometry in
frontal cortex from healthy humans covering an age range of 43 to 86 years old (n=41 individuals).
Our results demonstrate that there is an increase in protein oxidative (GSA and AASA markers)
and glycoxidative (CML and CEL markers) damage in human frontal cortex over the course of the
adult lifespan. This increase seems to be selective because temporal trajectories for markers derived
from the non-enzymatic modification of cysteine residues (CMC and SC) were maintained
unchanged with age. A possible explanation for this dissociation in the behavior of different protein
damage markers may be the cellular homeostatic mechanisms behind their formation. Thus, the
increase in the oxidation markers could reflect an increase in the net flux of free radical generation,
but also a decrease in the activity of protein turnover mechanisms; and for protein glycoxidation,
the increased levels could express an increased oxidative stress status (again free radical generation
and protein turnover), but also an increased level in the content of carbonyl compounds which act
as a substrate for the formation of these markers which, in turn, reflect the concentration of
carbohydrates that participate essentially in anaerobic glycolysis. In contrast, the unchanged content
in markers derived from cysteine modification may be an indication of better preservation of
cysteine residues and their functionality by specific repair mechanisms over the adult

lifespan—mechanisms which are absent for other kind of markers.

Gene expression studies suggest that reduced expression of mitochondrial genes is a conserved
feature of aging in organisms ranging from C.elegans to humans (Yankner et al., 2008; Zahn et al.,
2007). In particular, organ-specific analysis of brain aging has revealed a progressive decline in
mitochondrial gene expression in rats, rhesus macaques, and humans (Lu et al., 2004; Blalock et al.,
2003; Erraji-Benchekroun et al., 2005; Loerch et al., 2008). Mitochondrial function seems to be an
important modulating influence on the aging process in all species tested, probably due to the fact
that a normal decrement in mitochondrial function may also contribute to age-dependent
functional deficits in neurons and render neurons vulnerable to age-dependent pathology. Our
results demonstrate a progressive loss in the content of mitochondrial electron transport chain
complexes from CI to CIV, and also that this decrease is effective from age 60 onward,

concomitant with the breakpoint where the accrual of protein damage markers starts.

Another important element is that the time in life when brain aging begins is undefined. A recent
study showed that transcriptional profiling of the human frontal cortex from individuals ranging
from 26 to 106 years of age defined a set of genes with reduced expression after age 40 (Lu et al.,
2004). In addition to this change in transcriptional profile, other studies analyzing the lipid
composition of different areas of human brain have also confirmed the occurrence of age-related

lipid alterations. Globally, all the described changes are perfectly aligned to the progressive and
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deleterious character of the aging process, and it seems that concentrations of most lipids in the
human brain decrease after the age of 50 (Naudi et al., 2015). In the present study, we demonstrate
that the breakpoint at which the temporal trajectories for oxidative and glycoxidative markers
change in human frontal cortex expressing a progressive increase in protein damage is at 60 years
old. Whether the described breakpoints (transcriptional profile at 40 years old, lipid composition at
50 years old, and protein damage at 60 years old) express a progressive and additional deleterious
effect at molecular levels, or are independent pathways of the aging process, is a question that
remains unanswered. But it is plausible to postulate that these changes might represent, from a
given threshold, the molecular substrate determining a change in the normal temporal trajectory

toward the onset of AD pathology.

Why some individuals age with their cognitive function relatively intact whereas others decline and
develop AD is another key question which remains without answer. But, in any case, the
preservation of neurons and cognitive function across an entire lifespan demands a cellular
adaption involving robust stress-response mechanisms. In this context, a recent study showed that
REST (also known as neuron-restrictive silencer factor, NRSF) is induced in the aging human brain
and regulates a network of genes that mediate cell death, stress resistance, and AD pathology (Lu et
al,, 2014). This gene network becomes dysregulated at early stages of AD when REST is lost from
the nucleus (Lu et al, 2014). In aging humans, elevated REST levels are also associated with
preservation of cognitive function and increased longevity (Lu et al., 2014). Our results confirm this
observation and demonstrate that the presence of sustained and elevated REST levels at the nuclear
level is present over the adult lifespan of healthy humans. In addition, the correlation between
REST content and protein oxidation reinforces the idea that stressors like oxidative stress could be
the trigger inducing REST expression as an adaptive response. In this context, it may be postulated
that REST regulates a neuroprotective stress response that is central to maintaining neuronal

viability and cognitive preservation during physiological aging.

An additional mechanism may be mediated by the PI3-K/Akt/mTOR signaling pathway. All
components of the PI3-K/Akt/mTOR signaling system are expressed at high levels in the brain,
predominantly in neurons but also detectable in glial cells (O’Neill, 2013). In post-mitotic neurons
the integrated coordination of neuronal responses through this signaling pathway has significant
functional impact on stress responses, synaptic function, and cognitive processing, and it is
involved in cellular senescence, brain aging, and age-related neurodegenerative diseases (Garelick
and Kennedy 2011; Perluigi et al. 2015; Bockaert and Marin 2015). mTOR is a conserved
serine/threonine kinase which regulates cell growth and metabolism in response to nutrients,
growth factors, and cellular energy conditions. An increasing number of studies show that
disturbance in mTOR signaling in the brain affects multiple pathways including glucose

metabolism, energy production, mitochondrial function, cell growth, and autophagy. All these
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events could be key players in age-related cognitive decline as well as neurodegenerative diseases.
Thus, signaling through the PI3-K/Akt/mTOR pathway and its activation by IGF-1R and IR is
demonstrably disturbed in the brain of individuals with AD compared with those of the same age
without the disease, and many of these measures correlate with disease severity (Griffin et al., 2005;
Moloney et al., 2010; Pei and Hugon, 2008; Talbot et al., 2012). In this line, increased Akt activation
and its altered subcellular location have been described in hippocampal and cortical neurons in the
AD brain (Griffin et al., 2005; Pei et al., 2003). In addition, levels of mTOR signaling are also
selectively increased in neurons predicted to develop neurofibrillary tangles (Pei and Hugon, 2008).
Conversely, attenuation of the mTOR signal, through pharmacological and nutritional intervention,
increases longevity and is associated with a healthy lifespan, including improvement in brain
function (Garelick and Kennedy 2011; Perluigi et al. 2015). Consequently, we infer that the lower
Akt/mTOR expression observed in the frontal cortex with age in the present study for the first
time is a physiological adaption aimed at preserving neuronal survival and conferring resistance to

stress over the adult lifespan.

Here we show that oxidative and glycoxidative damage significantly increases during human brain
aging, with a breakpoint at 60 years old. This trajectory is coincident with a decrease in the content
of the mitochondrial respiratory chain complex I to IV. In addition, our findings suggest that the
deterioration in oxidative stress homeostasis during aging induces an adaptive response of stress
resistance mechanisms based on a sustained expression of REST, and decreased content of Akt and

mTOR over the adult lifespan in order to preserve cell neural function.
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Table 1. Summary of cases examined.

Case  Gender Age(y) PM Delay RIN Values
1 Man 43 4 h 35 min 7.3
2 Man 43 5h 55 min 7.5
3 Woman 46 9 h 35 min 6.9
4 Man 46 15h 7.5
5 Man 47 4 h 55 min

6 Woman 48 4h

7 Woman 50 14 h 30 min

8 Man 50 17 h 15 min

9 Woman 52 5 h 45 min 6.6
10 Man 52 4 h 40 min 7.1
1 Man 53 3h

12 Man 53 7 h 25 min

13 Man 56 3 h 45 min 7.1
14 Woman 58 4h

15 Man 58 4h 7.3
16 Man 61 3 h55min 74
17 Woman 64 5h

18 Man 64 8 h 35 min

19 Man 65 16 h 6.1
20 Woman 66 4 h15min 71
21 Woman 67 5h 20 min 5.8
22 Man 68 10 h 55 min

23 Man 70 2h 7.3
24 Woman 71 6h 6.7
25 Woman 71 8 h 30 min 6.7
26 Man 72 3 h 35 min 7.5
27 Woman 73 4 h30min

28 Woman 73 5h 30 min

29 Woman 75 3h25min

30 Man 76 4 h 15 min

31 Man 76 6 h 30 min

32 Woman 79 3 h 35 min

33 Woman 79 5h

34 Woman 81 4h

35 Woman 82 3 h o5 min 6.9
36 Man 83 3h 03 min 7
37 Man 83 4 h30min 7.3
38 Woman 86 4 h15 min

39 Woman 86 19 h 30 min

40 Man 86 5 h 35 min 6
41 Man 86 18 h

Table 2. TagMan probes used for the study, including probes for normalization (ACTB).

Gene Full name Target name

ACTB B-Actin Hs99999903_m1
AKT1 Protein Kinase B Hs00178289_m1
mTOR Mammalian Target of Rapamycin Hs00234508 mt
REST RE1 Silencing Transcription Factor Hs00958503_m1
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Figures
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Figure 1. Relationship between age and different protein oxidative biomarkers. Graphics
show the trend of each variable with age, analyzed by generalized additive model (GAM).
Significance of the GAM analysis are: for GSA, R?(adj)=0.556, Deviance explained=57.7%; for
AASA, R2(adj)=0.549, Deviance explained=57%; for CEL, R? (adj)=0.305, Deviance
explained=33.4%; for CML, R?(adj)=0.156, Deviance explained=18.7%; for CMC, R? (adj)=0.053,
Deviance explained=7.51%; and for 2-SC, R2(adj)=0.0393, Deviance explained=>5.88 %o.
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Figure 2. Representative immunoblots showing relative levels of the polypeptides measured
corresponding to the mitochondrial respiratory complex I, II, III, IV, ATP synthase
(Complex V), and AIF. Values are expressed as mean + SEM from 5 different frontal cortex
human samples normalized for porin protein levels as a mitochondrial marker. # significantly
different from 40-49 group, ® significantly different from 50-59 group, © significantly different from

60-69 group, ¢ significantly different from 70-79 group. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 3. Representative immunoblots and mRINA relative expression of REST, Akt and
mTOR. Values are expressed as mean * SEM from 5 different brain human samples normalized
for actin protein levels for REST and ratios of phosphorylated mTOR to total mTOR and
phosphorylated Akt to total-Akt. asignificantly different from 40-49 group, P significantly different
from 50-59 group, © significantly different from 60-69 group, 9 significantly different from 70-79
group. ¥*p<0.05, **p<0.01.
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Figure 4. Relationship between the steady-state levels of specific protein damage markers
(GSA and AASA) and the repressor element 1-silencing transcription factor (REST)
expression. These regressions were determined and tested for significance using the mean values

for each decade of age.

Figure 5. Representative images of Complex I, REST, Akt, and mTOR detection in human
frontal cortex samples at each decade of age. Paraffin sections, slightly counterstained with

haematoxylin. Bar = 25 um.
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Supplementary Data

Formula:
GSA ~ s(Age, k=3, bs ="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t|)
(Intercept) 5154.60 801.08 6.435 1.81e-07 ***
SexeMALE 1366.65 801.67 1.705 0.0968.
PMdelay -66.70 86.52 -0.771 0.4458

Signif. codes: 0 "***' 0.001 **' 0.01"*'0.0570.1°"1
Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.895 2 27.36 4.75e-09 ***
Signif. codes: 0 “*** 0,001 **/ 0.01*' 0.05°/0.1°"1

R-sg.(adj)= 0.573 Deviance explained = 61.4%
GCV = 6.962e+06 Scale est. = 6.1307e+06 n=41

Formula:
AASA~ s(Age, k = 3, bs = "ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 198.459 39.304 5.049 1.28e-05***
SexeMALE -44.180 39.333 -1.123 0.269
PMdelay -1.261  4.245 -0.297 0.768

Signif. codes: 0 “*** 0.001 **’ 0.01 “*'0.050.1""1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.878 2 21.62 1.23e-07 ***

Signif. codes: 0 “***/0.001 **' 0.01*' 0.050.1°"1

R-sq.(adj)= 0.541 Deviance explained = 58.5%
GCV = 16757 Scaleest.=14763 n=41

Formula:
CEL~ s(Age, k=3, bs="ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t|)
(Intercept) 335.273 54.138 6.193 3.7e-07 ***
SexeMALE -31.756 54.175 -0.586 0.561
PMdelay -2.274 5.851 -0.389 0.700

Signif. codes: 0 “***' 0.001 “**' 0.01*'0.0570.1"'1
Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.67 2 7.348 0.000722 ***
Signif. codes: 0 “*** 0,001 ** 0.01 *'0.05°0.1°"1

R-sq.(adj)= 0.274 Deviance explained = 34.1%
GCV = 31750 Scale est.=28134 n=41

Formula:
CML ~ s(Age, k = 3, bs = "ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 1059.695 82.675 12.818 4.23e-15***
SexeMALE -8.797 82.714 -0.106 0.916
PMdelay -4.336 8.941 -0.485 0.631

Signif. codes: 0 *** 0.001 **' 0.01*'0.0570.1""1
Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)1.401 2 3.177 0.0173 *
Signif. codes: 0 “*** 0,001 **' 0.01*'0.050.1°"1

R-sq.(adj)= 0.115 Deviance explained= 19%
GCV = 73912 Scaleest.=65979 n=41

Formula:
CMC ~s(Age, k = 3, bs = "ps", m = 0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 221.637 26.990 8.212 7.23e-10 ***
SexeMALE 0.805 26.979 0.030 0.976
PMdelay  -3.258 2.924 -1.115 0.272

Signif. codes: 0 “*** 0.001 **' 0.01*"0.050.1°"1

Approximate significance of smooth terms:
edf Refdf F p-value
s(Age)0.9133 2 1.013 0.123

R-sg.(adj)= 0.0345 Deviance explained = 10.5%
GCV =7851.9 Scaleest.=7102.4 n=41

Formula:
SC~s(Age, k=3, bs ="ps", m =0) + Sexe + PMdelay

Parametric coefficients:

Estimate Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 77.7200 13.3325 5.829 1.06e-06 ***
SexeMALE -8.5682 13.3261 -0.643 0.524
PMdelay 0.1785 1.4443 0.124 0.902

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “** 0.01"*' 0.0570.1°"1
Approximate significance of smooth terms:

edf Refdf F  p-value
s(Age)0.8891 2  0.952 0.132

R-sq.(adj)= 0.00477 Deviance explained = 7.66%
GCV =1915.7 Scaleest.=1734 n=41
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