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1. INTRODUCCION

1.1. EL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO.

1.1.1. Concepto de envejecimiento

El término envejecimiento hace referencia a los procesos post-
madurativos que conducen a una disminucién de la eficacia de la
homeostasia y a un incremento en la vulnerabilidad del organismo. No
puede ser considerado propiamente como una enfermedad por lo que hay
que distinguirlo de la muerte en edad avanzada, causada por enfermedades
tales como aquéllas de tipo cardiovascular, céncer, etc.

Hasta el momento no existe una definicién unica ampliamente
aceptada para este término. Harman (Harman, 1956a) lo define como la
acumulacién progresiva de cambios con el tiempo, que provocan el aumento
de probabilidad de enfermedad y muerte del individuo. Ademds, segin
Strehler (Strehler, 1985) reconocido geront6logo americano, define el
envejecimiento a través de cuatro postulados:

* El envejecimiento es universal, es decir, un fendmeno dado asociado
al proceso de envejecimiento debe darse en menor o mayor medida en
todos los individuos de una especie.

» El envejecimiento es intrinseco, es decir, las causas que lo provocan
deben de ser de origen enddgeno, no dependiendo de factores externos
o de origen ambiental.

= El envejecimiento es progresivo, los cambios que conducen a

envejecer se dan de manera paulatina a lo largo de la vida.
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= El envejecimiento es deletéreo, es decir que un determinado
fendmeno soélo se considerard parte del proceso de envejecer si es

dafiino.

No cabe duda de que la alteracion de la homeostasia en el organismo
envejecido es una consecuencia genética. Esta determina la respuesta del
individuo frente a las influencias exdgenas, conduciendo a una mayor
predisposicion frente a patologias y finalmente la muerte (Ginaldi et al.,
2000) determinando asi la longevidad del individuo.

Aunque en un principio el componente genético recibié la mayor
atencion en las diferencias de longevidad entre individuos (Begun et al.,
2000), los mecanismos epigenéticos han emergido contribuyendo
claramente a las alteraciones de la estructura y funcién del genoma que

acompanan al envejecimiento (Gonzalo S, 2010).

1.1.2. Consecuencias del envejecimiento

Préacticamente todas las funciones fisioldgicas pierden eficiencia. En
general, podemos afirmar que se produce la pérdida de la capacidad para
mantener estable el medio interno del individuo frente a las perturbaciones
del ambiente (pérdida de homeostasis). Un ejemplo de esto, es la menor
capacidad de las personas mayores para soportar temperaturas extremas,
infecciones y situaciones de estrés en general. Asi pues, la fuerza y
elasticidad en el sistema musculo-esquelético se deterioran, se produce un
descenso de la filtracion de los rifiones, de la ventilacion de los pulmones o

del flujo maximo sanguineo. Aparece un aumento de la intolerancia a la
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glucosa, pérdida de vision, audicién, memoria, coordinacién motora y otras
funciones fisioldgicas de importancia.

La mayoria de los 6rganos vitales van a sufrir fendmenos de atrofia o
degeneracién. Esto es mds notable en aquellos 6rganos compuestos por
células postmitdticas como son las neuronas, células miocdrdicas,
musculares o las del parénquima renal. Ademads se da una degradacién con
la edad de los materiales que se encuentran entre las células. Esto ocurre
debido al descenso en el nimero de fibras de elastina o al entrecruzamiento
de las fibras de coldgeno en la dermis.

También se puede apreciar asociado al envejecimiento, un aumento en
la sensibilidad a los traumatismos, las infecciones y muchas formas de
estrés, asi como un funcionamiento deteriorado del sistema inmunitario que
da lugar a enfermedades autoinmunes o amiloidosis.

Se dan mas casos de cincer y de enfermedades degenerativas en
ancianos, que son la mayor causa de muerte y de pérdida de una buena

calidad de vida.

1.2. TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO.

Existen muchas teorias para darle una explicacion al fenémeno del
envejecimiento y aun hoy en dia no se sabe a ciencia cierta cuéles son las
causas que lo provocan. Podemos dividirlas en:

» Teorias Organicas: Inmunoldgica, Neuroendocrina.

= Teorias Celulares: Limite de la Duplicacién Celular.

» Teorias de Envejecimiento Programado: Programa Genético de

Envejecimiento
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=  Teorias Evolutivas.

= Teorias Moleculares: Acumulacion de Productos de Desecho,

Entrecruzamientos, Mutaciones Somaticas, FErrores Catastroficos,
Teoria de los Radicales libres,...
Dada la relevancia en nuestro trabajo, nos centraremos en la Teoria

de los Radicales Libres en el Envejecimiento.

1.3. TEORIA DE LOS RADICALES LIBRES EN EL
ENVEJECIMIENTO.

Una de las teorias més relevantes para explicar el envejecimiento es
la Teoria del Envejecimiento por Radicales Libres, que fue propuesta
inicialmente por Harman en la década de los afos 50 (Harman, 1956a).

El desarrollo de este trabajo, se sustenta principalmente en esta
teoria, por ello prestaremos una mayor atencion a la misma.

La Teoria de los Radicales Libres enunciada por Harman en 1956
propone que los radicales libres derivados de oxigeno son los responsables
del dafio oxidativo asociado a la edad. Los sistemas antioxidantes no son
capaces de hacer frente a todas las especies reactivas de oxigeno que se
generan continuamente a lo largo de la vida de la célula, lo que acaba
provocando un daifio oxidativo en ella, y por extension sobre los tejidos.

Existen muchas pruebas experimentales a favor de esta teoria. Los
animales viejos presentan mayores indices de oxidacién que los viejos y se
acumulan proteinas oxidadas, formas oxidadas del DNA y de lipidos
(Stadman, 1992, Sohal, 1993). En principio, esto podria atribuirse a una tasa

mayor de radicales libres generados por los organismos viejos. Otras
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evidencias experimentales que soportan esta teoria como posible causa del
proceso de envejecimiento, son el aumento de la vida media obtenido
incrementando las defensas antioxidantes y la implicacién de las especies de
oxigeno reactivas en los procesos degenerativos relacionados con la edad
(Harman, 1978). Se ha comprobado que la administracién de antioxidantes
puede aumentar la vida media en moscas (Miquel et al., 1980, Vina et al.,
1992). Asi mismo, Orr y Sohal crearon un modelo transgénico de
Drosophila melanogaster que sobreexpresaba dos enzimas antioxidantes
(superoxido dismutasa cobre/zinc y catalasa) y comprobaron como aumenté
tanto su longevidad media como maxima (Orr and Sohal, 1994). Es decir, la
proteccion frente al estrés oxidativo hace incrementar la longevidad de la
mosca transgénica.

Por otra parte, los radicales libres de oxigeno y los perdxidos son
generados continuamente en la cadena de transporte mitocondrial (Boveris
and Chance, 1973, Chance et al., 1979). Ademas, cerca del 1-2% del
oxigeno usado por la mitocondria de mamiferos en estado 4 no da lugar a
agua, sino especies activadas del oxigeno (Boveris and Chance, 1973,
Chance et al., 1979).

Para entender esta teoria pasamos, a continuacién, a definir algunos

conceptos y términos basicos.

1.3.1. Radicales libres

1.3.1.1. Concepto de radical libre
Radical libre es aquella especie quimica que contiene uno o mas

electrones desapareados en su capa de valencia, esto hace que estas especies
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presenten una gran reactividad. Se caracterizan por su gran poder oxidante y
porque su vida media es normalmente muy corta. La tabla 1.1 muestra

ejemplos de la vida media de algunos radicales libres.

RADICAL SUSTRATO CONCENTRA CION VIDA MEDIA (a 37°C)
HO LH 1M 107 s
RO LH 100 Mm 10°%s
ROO LH 1 mM 7s
L 0, 20 uM 10%s
Q -- Dias

Tabla 1.1. Vida media de radicales libres

Estas especies quimicas son abundantes en los sistemas vivos. Es
mas, algunos autores como Denham Harman en su estudio sobre el origen y
evolucion de la vida (Harman, 2001) proponen a los radicales libres como
una de las causas del origen de la vida en nuestro planeta.

Asi pues, por una parte da origen a la vida y por otra, por su
capacidad de formar distintos radicales libres es capaz de dafiar estructuras
esenciales para el desarrollo de ésta, tales como DNA, proteinas,
carbohidratos y lipidos (Sies, 1983). Ademas los radicales libres intervienen
en procesos fisiopatolégicos como la diabetes y algunos tipos de cancer
(Takada et al., 1982, Okamoto, 1985). También intervienen en procesos
fisiolégicos como el envejecimiento (Pacifici and Davies, 1991) y el
ejercicio fisico agotador (Davies et al., 1982, Sastre et al., 1992). El papel de
los radicales en el envejecimiento es un tema que se comentard mas
adelante, debido a su relacion con este trabajo.

En la naturaleza los radicales libres son mayoritariamente

compuestos derivados del oxigeno y se denominan especies reactivas del
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oxigeno (ROS). La base quimica por la cual el oxigeno se comporta de tal

forma viene detallada en el siguiente apartado.

1.3.1.2. Clases de Radicales libres
Existen muchas clases de radicales libres, tanto especies reactivas
derivadas del oxigeno (ROS) como las especies reactivas del nitrégeno

(RNS). Algunos de los radicales libres mds importantes son:

1.3.1.2.1. Anién superdéxido (02°°)

Estado de reduccién del oxigeno de un electrén, formado en
reacciones catalizadas enzimdticamente, como producto en las reacciones de
las deshidrogenasas flavoproteinicas: xantina oxidasa, aldehido oxidasa,
purina oxidasa, etc. (Korycka-Dahi and Richardson, 1981), en las oxidasas e
hidroxilasas (diamino oxidasa, galactosa oxidasa, citocromo p450, etc.),
también en reacciones no enzimdticas del oxigeno con la cisteina (Vifia et
al., 1983) o la riboflavina (Barton and Parker, 1970). Asimismo en la cadena
respiratoria mitocondrial (Boveris et al., 1972), siendo potencialmente
téxico, ya que puede iniciar reacciones que den lugar a otros intermediarios
a su vez muy reactivos.

Se ha estimado que una célula del cuerpo humano produce alrededor
de unas 10" moléculas de anién superéxido por dia (Ames et al., 1993). Sin
embargo el 99% de las moléculas que se producen se dismutan hacia

peroxido de hidrégeno (Cheeseman and Slater, 1993).

2°0, +2HF —» H,0, + O,
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1.3.1.2.2. Peréxido de hidrégeno (H,O,)

El peréxido de hidrégeno no es un radical libre como tal, pues no
posee electrones desapareados en su capa de valencia. Es la forma menos
activa de las especies reactivas del oxigeno. Su importancia recae en el
hecho de que atraviesa facilmente las membranas bioldgicas, con lo que
puede dar lugar a reacciones de oxidacién en puntos de la célula mas

alejados de su lugar de produccidn.

Se puede originar a partir de diversas fuentes:

Por reduccién directa de una molécula de oxigeno por
dos electrones (Sawyer, 1988, Fridovich, 1997).
20,+2e¢e +2H" —— H,0,

e Por dismutacién del *O, (Cheeseman and Slater, 1993,
Frei, 1994a).

e (Como producto de algunas enzimas (glucosa oxidasa,
uricasa, etc.) (Fridovich, 1986a, Fridovich, 1986b).

® Por reacciones quimicas de autooxidacion (Korycka-Dahi

and Richardson, 1981).

1.3.1.2.3. Radical hidroxilo (OH")

Estado de reduccidn de tres electrones de la molécula de oxigeno. Es
la especie més reactiva con una vida media estimada de alrededor de 107 s
(Liochev and Fridovich, 1994). Puede generarse in vivo como consecuencia
de radiaciones de alta energia (rayos X, rayos Y ) que puede provocar rotura
homolitica del agua corporal. La luz UV no tiene suficiente energia como

para escindir una molécula de agua, pero puede dividir el agua oxigenada en
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2 moléculas de radical hidroxilo. Otro proceso todavia mas importante en la
formacién del radical hidroxilo es la llamada reacciéon de Fenton (Fenton,
1894).

H,0, +Fe®* — Fe’* +OH +OH"

También a partir de agua oxigenada y del radical superéxido puede
formarse el radical hidroxilo, por la reaccion de Haber-Weiss (Haber and
Weiss, 1934).

H,0, +0," — 0,+0OH +OH’

Esta reaccidn es catalizada por metales como hierro o cobre.

1.3.1.2.4. Radical peroxilo (ROO"®)
Formado a partir de hidroper6xidos orgdnicos por pérdida de
hidrégeno. Tiene una vida media relativamente larga, del orden de

segundos, ver tabla 1.1.

1.3.1.2.5. Oxigeno singlete (‘O5)

Es una forma excitada del oxigeno molecular. No es un radical libre
como tal. Se forma in vivo por accion de la luz sobre las moléculas de
oxigeno. Su vida media es alrededor de 10 segundos, dependiendo de la
naturaleza de la matriz circundante. Puede interaccionar con otras moléculas
transfiriéndoles su energia de excitaciéon o combindndose quimicamente con
ellas. Puede formarse en la oxidacién del NADPH en los microsomas o en

la actividad de varias enzimas como la xantina oxidasa, la lactoperoxidasa,
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lipooxigenasa y prostanglandinsintetasa, entre otras (Kanofsky and Sima,

1993).

1.3.1.2.6. Oxido nitrico (NO®)

El 6xido nitrico es un gas lipofilico e hidrosoluble, cuya vida media
es relativamente larga (3-5 s). Ha cobrado gran relevancia en los ultimos
aflos por la importante funcién fisiolégica que desempefia, ademds de ser
considerado un intermediario téxico importante por su condicién de radical
libre.

Su formacidn tiene lugar por una reaccion enzimatica en la que la
enzima Oxido nitrico sintasa cataliza la conversion de L-arginina a L-
citrulina, dando como subproducto NO® en numerosos tipos celulares
(Moncada et al., 1991). Ademds lo producen los macréfagos activados
contribuyendo a la defensa inmunitaria primaria.

El 6xido nitrico genera anién peroxinitrito (ONOO-) al reaccionar
con el anién superdxido (Gryglewsli et al., 1986, Miles et al., 1996), tal

como se muestra en la siguiente reaccion:
0,-* + NO» = ONOO- + H" = ONOOH = NO;-
Interviene en numerosos procesos fisiolégicos, actuando como
regulador del flujo sanguineo local, inhibidor de la agregacion plaquetaria,

neurotransmisor, etc. siendo el cerebro el 6rgano con mayor actividad 6xido

nitrico sintasa (Czapski and Goldstein, 1995).
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1.3.1.2.7. Di6xido de nitrégeno (NO;")

El diéxido de nitrégeno es un radical libre contaminante producido
primariamente a partir de la oxidacién del NO® atmosférico (Postlethwait et
al., 1995). Es un iniciador muy efectivo de la cadena de peroxidacion

lipidica (Postlethwait et al., 1995).

1.3.1.2.8. Radicales de 4tomos derivados de carbono (R")

Los radicales centrados en un dtomo de carbono (R®) surgen del
ataque de un radical oxidante sobre una molécula biol6gica. En el primer
paso se arranca un atomo de hidrégeno (H") de un grupo metileno situado
entre dos enlaces dobles. Este tipo de radicales es muy inestable y reacciona
rapidamente con el oxigeno, dando lugar a un radical peréxido (ROO®). A
su vez, estos radicales pueden participar en otras reacciones y generar otras

especies radicales (Frei, 1994b).

1.3.1.2.9. Radicales de atomos derivados de azufre (RS®)
Los atomos de azufre también pueden ser el centro de un radical
libre (RS®) formado, por ejemplo, a partir de la cisteina. Esta se autooxida

con facilidad dando lugar a la formacién de radicales tiilo e hidroxilo

(Estrela et al., 1983, Sparrow and Olszewski, 1993).

1.3.2. Génesis de ROS

Todos los radicales libres descritos anteriormente corresponden a
especies cuya formacién es enddgena, pero el organismo también estd
expuesto a radicales libres procedentes de fuentes externas como la dieta (en

la que son ingeridos muchos compuestos de naturaleza prooxidante), el
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ozono, el humo del tabaco, la polucién ambiental, etc. (Ames, 1983). Las

especies reactivas del oxigeno pueden tener un origen endogeno o exdgeno

(Freeman and Crapo, 1982, Frei, 1994b). Algunas de ellas surgen como

“accidentes quimicos”, es decir, reacciones secundarias no deseadas entre

las biomoléculas o en la detoxificacién de xenobidticos, pero otras especies

activadas de oxigeno se generan in vivo con un fin determinado, como en el

caso de los fagocitos activados, que producen O," y H,O, (Halliwell, 1991).

1.3.2.1 Fuentes exdgenas

Las fuentes exdgenas mds importantes en la generacién de especies

activadas de oxigeno son:

Muchos agentes antineoplasicos tales como la adriamicina,
bleomicina, daunorrubicina y algunos antibiéticos (Doroshow
and Hochstein, 1982) que dependen de grupos quinoides o de
unién a metales para su actividad. Algunos de los efectos de
estas drogas se han atribuido a su capacidad para reducir el
oxigeno a superdxido, peréxido de hidrégeno y radical hidroxilo.
La irradiacién de los organismos debido a las radiaciones
electromagnéticas (rayos X y 7) o debido a radiaciones de
particulas (electrones, protones, neutrones, deuterones y
particulas o y B) (Bielsky and Gebieki, 1977).

Factores ambientales, como contaminantes aéreos
fotoquimicos, hiperoxia, pesticidas, humo del tabaco, solventes,
anestésicos e hidrocarburos aromdticos. Estos agentes, o bien

poseen radicales libres, como el humo del tabaco, o bien se
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convierten en radicales mediante el metabolismo celular y los

procesos de desintoxicacion (Mason, 1982).

1.3.2.2. Fuentes endégenas

1.3.2.2.1. La cadena de transporte electrénico mitocondrial

La cadena de transporte electronico mitocondrial es una de las
principales fuentes generadoras de radicales libres en interior de la célula.
Esta compuesta por una serie de proteinas con capacidad redox que reducen
al oxigeno molecular hasta la formacion de una molécula de agua. Esta
reaccion estd acoplada a la fosforilacién oxidativa, en la cual se produce
energia en forma de ATP.

Este sistema enzimdtico se comentard detalladamente en el apartado

1.4 de la introduccién del presente trabajo.

1.3.2.2.2. Reaccion de Fenton-Haber-Weiss

Consiste en la reduccion del H,O, por iones de metales de transicion,
sobre todo el ion ferroso (Fe+2) y, en menor medida, el cuproso (Cu®) y otros
iones. El agua oxigenada (H,O,) es una molécula relativamente estable en
ausencia de catalizadores que promuevan su descomposicion. Fenton
(Fenton, 1894) descubrid, a finales del siglo pasado, que se podian oxidar
moléculas orgdnicas por mezclas de peréxido de hidrégeno y Fe*? (reactivo
de Fenton). Fueron Haber y Weiss los que posteriormente comprobaron
cémo el Fe*? reduce al H,0,, que a su vez se descompone en radical

hidroxilo e i6n hidroxilo (Haber and Weiss, 1932).
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H,0, + Fe* — HO® + HO + Fe**
Y en general,

ROOH + Fe?? —* RO’ + HO + Fe®

Aunque esta reaccion puede tener lugar con varios metales, el hierro
parece ser el mds importante en sistemas biolégicos. El Fe** se oxida a Fe*
con mucha facilidad, y éste es muy insoluble. Por ello, el hierro libre que
pueda haber en los sistemas biolégicos estard en muy pequeias cantidades y
en forma férrica (Halliwell and Gutteridge, 1986). Pero el ion férrico puede
ser reducido por el ascorbato (Rawley and Halliwell, 1983, Sawyer, 1988) y
por el radical superéxido (Frei, 1994a), con lo que se genera un ciclo de

produccion continua de radicales hidroxilo:

Fe” + 0, —» Fe™ + 0,

Fe™ + AH — Fe™ + A+ H'

1.3.2.2.3. Los sistemas de transporte electronico del reticulo

endoplasmico

Estos sistemas de membrana contienen los citocromos P450 y b5,
que pueden oxidar 4cidos grasos insaturados (Capdevila et al., 1981) y
xenobidticos. Bajo la denominacién de citocromos P450 se engloba un
nimero muy elevado de proteinas con grupos hemo, ampliamente
distribuidos entre los seres vivos. Son los mds poderosos oxidantes in vivo,
aunque también pueden actuar como agentes reductores. Son
monooxigenasas que actian activando el oxigeno molecular a especies

electrofilicas de oxigeno (bien radicales o bien generadoras a su vez de
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radicales) que pueden ser liberadas en la célula (Dolphin, 1988, Foster and

Estabrook, 1993).

1.3.2.2.4. Microsomas o peroxisomas

Los microsomas o peroxisomas son una fuente importante de
peroxido de hidrégeno. Poseen una concentracion elevada de oxidasas,
como la D-aminodcido oxidasa y la acil-CoA oxidasa, enzimas utilizadas en
la degradacion de 4cidos grasos y aminodcidos, que producen peréxido de
hidrégeno como producto de la reaccion que catalizan (Boveris et al., 1972).
La catalasa peroxisomal metaboliza la mayor parte del peréxido de
hidrégeno formado en ellos (Freeman and Crapo, 1982, Krinsky, 1994). Por
otro lado, el citocromo P450 tiene un papel importante en los microsomas

que detoxifican xenobidtico (Philpot, 1991).

1.3.2.2.5. Membrana plasmatica

La enzima NAD(P)H-oxidasa presente en la membrana plasmatica
de las células fagociticas, es una importante fuente bioldgica de produccion
de radicales libres, debido a la activacion de los leucocitos
polimorfonucleares y macréfagos que consumen gran cantidad de oxigeno,
el cual serd transformado en radical superdxido. Estos radicales libres de
oxigeno pueden dafiar a la propia célula que los origina y a células préximas
a los fagocitos estimulados. También se ha visto que la NADH oxidasa es
una importante fuente de radicales libres en células musculares lisas
arteriales y endotelio (Jones et al., 1994).

Cabe destacar el papel de las enzimas unidas a la membrana

plasmdtica, tales como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, en la
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produccion de radicales libres fruto del metabolismo de su producto, el
acido araquiddnico, para dar potentes productos biolégicos: prostaglandinas,

tromboxanos y leucotrienos(White, 1990).

1.3.3. Antioxidantes fisiologicos
Ya que los seres vivos han evolucionado en presencia de sustancias
oxidantes, la evolucion ha ido dotando a estos organismos de sistemas
capaces de hacer frente a este tipo de sustancias tan reactivas. Halliwell en
1995 definié como antioxidante a “cualquier sustancia que, cuando esta
presente en bajas concentraciones comparado con el sustrato oxidable,
disminuye significativamente o inhibe la oxidacion de este sustrato” (Sies,
1993, Halliwell and Gutteridge, 1995, Halliwell, 1996).
Pueden actuar de las siguientes formas:
¢ Previniendo la formacién de ROS
¢ Interceptando el ataque de ROS
e Secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en
moléculas menos reactivas
e Amplificando la resistencia de las dianas bioldgicas sensibles al
ataque de ROS
e Facilitando la reparacién del dafio causado por ROS vy, por
dltimo
e Manteniendo un ambiente favorable para la actuacién de otros
antioxidantes.
Bajo el punto de vista de la fisiologia celular, los podemos dividir en

antioxidantes primarios, secundarios y terciarios.
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Los antioxidantes primarios previenen la formacién de nuevas
especies de radicales libres. Estos antioxidantes actian por conversion de
los radicales libres existentes en moléculas menos daiiinas, o impidiendo su
formacion desde otras moléculas. Dentro de este grupo se incluye a la
super6xido dismutasa, la glutation peroxidasa, la catalasa y las proteinas
ligadoras de metales (ferritina y ceruloplasmina) que limitan la
disponibilidad de hierro necesario para la formacién del radical OH’
(Halliwell and Gutteridge, 1989).

Los antioxidantes secundarios son protectores no enzimaticos o
captadores de radicales libres que intervienen cuando hay superproduccion
de radicales libres y los sistemas enzimdticos estan desbordados,
previniendo asi las reacciones en cadena. Se incluye el glutation, la vitamina
E, vitamina C, 4cido drico, bilirrubina y albimina (Halliwell and
Gutteridge, 1990).

Los antioxidantes terciarios reparan biomoléculas dafiadas por los
radicales libres. Entre ellos se encuentran los sistemas proteoliticos
intracelulares, que actian degradando proteinas dafiadas oxidativamente,
evitando de este modo su acumulacién (Davies et al., 1987b, Pacifici and
Davies, 1991). También podemos destacar las enzimas reparadoras de
ADN, la metionina sulf6xido reductasa y la fosfolipasa A2 que corta los
fosfolipidos oxidados de la membrana (Sevanian et al., 1985).

Otra forma de clasificar a los antioxidantes, muy utilizada en la
literatura, es desde un punto de vista bioquimico. Asi, podriamos

clasificarlos en antioxidantes enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos.
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1.3.3.1. Antioxidantes enzimaticos

1.3.3.1.1. Superoxido dismutasa

Bajo este nombre se incluye a una familia de metaloproteinas
ampliamente distribuida en la naturaleza, presente en todas las células que
utilizan en su metabolismo el oxigeno, e incluso en algunas bacterias
anaerdbicas estrictas y facultativas (Hassan and Fridovich, 1977).

Su actividad fue descrita por primera vez por McCord y Fridovich en
1969 (McCord and Fridovich, 1969). La superdxido dismutasa (SOD)
transforma el radical superéxido en peréxido de hidrégeno, constituyendo el
primer medio natural de defensa (McCord, 1974, McCord et al., 1974).

. SOD
02.- + 02 T+ 2HF > H,O, + O,

Cabe destacar que el radical superéxido es inestable en medio
acuoso y dismuta espontineamente formando H,0O,. Sin embargo, la
velocidad de dismutacion espontdnea no enzimadtica es relativamente baja (a
pH fisiolégico, estd alrededor 2x10° M™'s™). La catlisis de la reaccién de
dismutacion llevada a cabo por la enzima superéxido dismutasa incrementa
esta velocidad del orden de 10.000 veces.

Hay descritas cuatro formas diferentes de superdxido dismutasas
(Fridovich, 1974) segun el grupo prostético metalico ligado al enzima (tabla

1.2).
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ENZIMA GRUPO PROSTETICO LOCALIZACION CELULAR
Cu,Zn-SOD Cu, Zn Citosol y Niicleo
Mn-SOD Mn Matriz mitocondrial y

Citosol
Mn-SOD Mn Bacterias
Fe-SOD Fe Bacterias

Tabla 1.2. Tipos de SOD y localizacion celular mayoritaria

1.3.3.1.2. Glutation peroxidasa

La glutatién peroxidasa (GPx) es también un antioxidante primario.

Convierte el peréxido de hidrégeno y los peréxidos de lipidos en moléculas

inofensivas (Chance et al., 1979).

ROOH + 2 GSH — ROH + H,O + GSSG
H,0, + 2 GSH — 2 H,0 + GSSG

Hay dos tipos de glutatiéon peroxidasa, y ambas requieren glutation

reducido como dador de equivalentes reductores: Glutation peroxidasa

selenio dependiente: es una proteina tetramérica, con cuatro atomos de

selenio, que cataliza la reduccion de perdxido de hidrogeno y peréxidos

orgédnicos (Ketterer, 1986), ademds de intevenir en otros procesos como

eliminacién de xenobidticos (Sohn et al., 1999). Su centro activo contiene

una cisteina en la que el azufre ha sido sustituido por selenio (Forstrom et

al., 1978). Su actividad se ve muy afectada por el contenido en selenio de la

dieta (Ketterer, 1986).
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Glutation peroxidasa no selenio dependiente: sélo tiene actividad
frente a perdxidos organicos (Ketterer, 1986). La mayor parte de la
actividad glutatiéon peroxidasa se encuentra en el citosol, aunque también

estd presente en la matriz mitocondrial (Ketterer, 1986).

1.3.3.1.3. Catalasa
La catalasa participa en la eliminacién de per6xido de hidrégeno,

dando lugar a agua y a una molécula de oxigeno (Chance et al., 1979).

Catalasa
2 H202 » 2 HZO + 02

También es capaz de catalizar ciertas reacciones de peroxidacién en
presencia de H,O,, actuando sobre algunos alcoholes, aldehidos y 4cidos

orgadnicos como sustratos (Chance et al., 1979).
Catalasa

2H,0,+ AH, — > 2 H,0+ A

La catalasa se halla principalmente en los peroxisomas (Tolbert and
Essner, 1981), si bien en afios recientes se ha descrito cierta actividad

catalasa también en mitocondrias y citosol (Rodriguez et al., 2000).
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1.3.3.2. Antioxidantes no enzimaticos

1.3.3.2.1. El glutation

Es el tiol no proteico mas abundante en las células de mamiferos.
Fue descubierto por Hopkins en 1921 (Hopkins, 1921) y est4 constituido por
3 aminodcidos: dcido glutdmico, cisteina y glicina. Su estructura le confiere
ciertas caracteristicas que hacen que el glutation tenga una funcionalidad
amplia e importante en la célula.

Se puede encontrar en 2 formas seguin su estado de 6xido-reduccion:
como GSH o glutatién reducido, o como GSSG o glutatién oxidado que estd
compuesto por 2 moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las
cisteinas.

El GSH desempefia numerosas e importantes funciones metabdlicas
(Vifia, 1990), una de ellas es la de proteger a la célula contra los radicales
libres, los per6xidos y otros compuestos téxicos, asi como proteger frente al

efecto nocivo de las radiaciones.

1.3.3.2.1.1. Papel antioxidante del glutation: ciclo redox

El GSH puede reaccionar directamente con los radicales libres, sin
intervencion enzimadtica alguna y detoxificarlos, o bien puede reducir los
peroxidos formados por medio de la glutation peroxidasa.

Cuando se da una agresion oxidativa, el GSH se oxida a GSSG por
medio de la reaccién catalizada por la glutation peroxidasa. El1 GSSG
formado es inmediatamente reducido a GSH por medio del enzima glutation
reductasa. La glutation reductasa requiere NADPH como cofactor, que serd

suministrado por la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa (figura 1.1). Tanto la
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glutation  peroxidasa como la glutation reductasa se hallan

predominantemente en el citosol, existiendo también cierta actividad en la

mitocondria.
\ I e
B
ROOH . NAD P+ Glucosa 6-P
-~ /\/\
Glutation Glutation Glucosa 6-P
peroxidasa reductasa deshidrogenasa
ROH GSSG NADP 6-P Gluconato
Figura 1.1 Ciclo redox del glutation
1.3.3.2.2. Otros antioxidantes

Dada la importancia que adquieren en nuestro trabajo, destacaremos

los estrégenos en su faceta de antioxidantes, que detallaremos mas adelante.

1.3.4. Estrés oxidativo

1.3.4.1. Concepto de estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como una alteracion del equilibrio entre
las especies prooxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras (Sies,
1986).

A pesar del papel fisiolégico que desempefian algunas especies
activadas de oxigeno, también pueden dar lugar a reacciones de oxidacion
indeseadas, contra las cuales los organismos han tenido que desarrollar

defensas antioxidantes (Halliwell, 1996).
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La formacién de cierta tasa de radicales libres es un proceso normal
e inevitable (Slater, 1984), ya que son producto de infinidad de reacciones
quimicas imprescindibles para la vida celular. Estas especies tan reactivas,
no causan dafio oxidativo en condiciones normales debido a que la célula
estd provista de gran cantidad de mecanismos antioxidantes.

Cuando se produce un desequilibrio entre sustancias prooxidantes y
antioxidantes a favor de las primeras, el resultado es un dafio oxidativo, que
puede afectar a diversas moléculas, y que puede reflejarse en sus funciones
fisioldgicas.

Asi pues, el estrés oxidativo puede originarse por un exceso de
sustancias prooxidantes, una deficiencia de agentes antioxidantes, o por

ambos factores a la vez.

1.3.4.2. Estrés oxidativo y daio a biomoléculas

1.3.4.2.1. Daiio oxidativo a lipidos

De los principales tipos de biomoléculas, los lipidos, y sobre todo los
acidos grasos poliinsaturados, son los mds susceptibles de ser atacados por
radicales libres (Cheeseman and Slater, 1993) siendo el radical hidroxilo
(HOe), el peréxido (ROOe), el alcoxilo (ROe) y el alquilico (Re) los
principales generadores de dafio oxidativo a lipidos

El proceso de ataque oxidativo a lipidos (figura 1.2), denominado
peroxidacion lipidica, comienza cuando un radical libre ataca a un carbono
de la cadena alifatica de un &4cido graso, se desprende un atomo de
hidrégeno, y se forma un radical alquilico (Krinsky, 1994, Halliwell, 1994).

Esta reacciéon se produce preferentemente en los carbonos contiguos a
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enlaces dobles de los acidos grasos poliinsaturados, ya que los radicales
formados se pueden estabilizar por resonancia con el enlace doble. Los
radicales peréxido pueden reaccionar con cadenas laterales de otros dcidos
grasos poliinsaturados, con lo que se propaga la reaccién en cadena
radicalaria (Halliwell, 1994).

De esta manera, un s6lo ataque por un radical libre da lugar a la
formacion de un gran nimero de productos de oxidacién, sobre todo
aldehidos como malondialdehido y 4-hidroxinonenal, e hidrocarburos de
cadena corta como etano y pentano (Cheeseman and Slater, 1993, Freeman
and Crapo, 1982, Halliwell, 1991, Halliwell, 1994). Muchos de los
aldehidos formados reaccionan rapidamente con los componentes celulares,
con lo que causan mutaciones en el ADN, y producen dafios estructurales y
funcionales al reaccionar con proteinas (Krinsky, 1994). La peroxidacién
lipidica se considera un factor muy importante en el envejecimiento de
células aerdbicas (Lippman, 1985). El dafio oxidativo a los lipidos de
membrana constituye, muy probablemente, un factor importante en la

disminucioén de la fluidez de las membranas (Shigenaga et al., 1994).

R® + IH ——» RH + 1° T Iniciacion
©° + 0, —> L00® + 1°

Lon® + LH —_— LOOH + L® Propagacion
LOOH —_— * +  “OH T Ramificacién

* + 1 — P¥ — P + W
L00* rBo —p PE— P+ my }Tﬂlhaﬂin
00° + LW0° — PF—» P + g

+

L00® :Radical lipidico perdxilo
LOOH :Hidroperdxido
hy  :Quantos de luz

Figura 1.2. Mecanismo de peroxidacién lipidica
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1.3.4.2.2. Dano oxidativo a proteinas

Todos los aminodcidos presentes en las proteinas tienen residuos
susceptibles de ser atacados por los radicales libres, sobre todo por el radical
hidroxilo (Stadman, 1992). Dentro de los aminoécidos fisioldgicos, la
tirosina, la fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina
son los que mds procesos oxidativos sufren (Davies et al., 1987a). Esta
oxidacién puede dar lugar a un cambio conformacional de la proteina y, por
tanto, a una pérdida o modificacion de su funcién biolégica.

En los procesos de dafio oxidativo a proteinas, algunos aminoécidos
como lisina, prolina y arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de
modo que el contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear
como un indicador de dafio oxidativo a las mismas (Stadman, 1992). Otros
aminodcidos como histidina, cisteina y metionina, también sufren dafio
oxidativo, pero no forman derivados de tipo carbonilo (Stadman, 1992). El
dafio oxidativo suele ser irreversible y puede conducir a la desnaturalizacion

de la proteina (Dean et al., 1993).

1.3.4.2.3. Daiio oxidativo al ADN

El ADN también es susceptible de dafo oxidativo en todos sus
componentes. El oxigeno es capaz de atacar tanto a las bases como al
azucar.

Podemos encontrar mas de veinte subproductos tras un ataque
oxidativo al ADN. Entre ellos, la oxidacién de la 2-desoxiguanosina a 8-
hidroxi 2-desoxiguanosina es una de las lesiones mds frecuentes, y reviste

gran importancia por su alto efecto mutagénico, ya que durante la

27




1. INTRODUCCION

replicacion producira transversiones de purinas (Kasai and Nishimura, 1984,
Shibutani et al., 1992).

El dafio oxidativo asociado a proteinas y ADN no debe ser
considerado de manera independiente. La acumulacién de formas inactivas
de enzimas reparadoras puede aumentar la acumulacién de dafio oxidativo
en el ADN, por lo que se pueden potenciar uno a otro. Cuando la replicacion
del ADN danado tiene lugar antes de la reparaciéon o cuando un ADN
dafiado se repara de manera incorrecta, tiene lugar una mutacién (Breen and
Murphy, 1995, Halliwell and Auroma, 1991). Por ello, las lesiones
oxidativas al ADN parecen estar implicadas no sélo en el envejecimiento
celular, sino también en la patogénesis de las enfermedades asociadas a la
edad avanzada.

El ADN mitocondrial sufre mucho mds dafio oxidativo que el
nuclear (Richter et al., 1988), ya que presenta ciertos rasgos que le hacen
especialmente susceptible de ser atacado por agentes oxidantes: carece de
histonas que puedan recibir el ataque en lugar del ADN (Donald and Johns,
1995); el sistema de reparacion es menos efectivo (Suter and Richter, 1999,
Shen et al., 1995) y, por tltimo, se encuentra muy cerca de la cadena de
transporte mitocondrial, uno de los sistemas principales de produccién de
especies reactivas del oxigeno (Giulivi and Davies, 1993). Otro factor
distintivo del ADN mitocondrial es que no posee intrones, de manera que la
modificacién de cualquier base afecta usualmente a una zona de ADN
codificante (Ames et al., 1993, Linnane et al., 1989) y su repercusion suele

ser, por tanto, mas importante.
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1.3.4.2.4. Dano oxidativo a glicidos

Los glicidos reaccionan con facilidad con el radical hidroxilo. Los
monosacaridos y disacdridos resisten la accién de los radicales libres de
oxigeno. La glucosa constituye un captador del radical superéxido, al
retenerlo e impedir su accion sobre otras moléculas. La manosa y el manitol
son eliminadores del radical hidroxilo. Por ello, se ha observado que
diversos polisacdridos actian como agentes protectores celulares (Albertini
et al., 1996).

El dafio oxidativo a los glicidos reviste importancia cuando se trata
de polisacaridos de funcién estructural, ya que los polisacaridos son
despolimerizados por los radicales libres (Borel et al., 1988) dando lugar a
procesos degenerativos. Un caso especial es el del dcido hialurénico cuya
funcién estructural reside en mantener la viscosidad del fluido sinovial. Se
ha observado que la super6xido dismutasa es capaz de proteger frente a la
despolimerizacién del acido hialurénico, en el liquido sinovial (McCord,
1974). Los proteoglicanos estdn sujetos a rotura oxidativa de forma similar

(Greenwald and Moy, 1980).

1.3.4.3. Indicadores de estrés oxidativo

Dada la importancia del daio que el estrés oxidativo puede producir
en las células y en el organismo, en los tltimos afios se ha intentado
encontrar indices que nos permitan medirlo. Entre los indicadores
propuestos, uno de los mdas relevantes es el cociente glutation
oxidado/glutatién reducido (GSSG/GSH) caracteristico de estrés oxidativo,
de modo que un aumento en la concentracion de glutation oxidado produce

una alteracion del estado redox celular (Sies, 1986).

29




1. INTRODUCCION

Ademads, como indicadores de dafio oxidativo a lipidos, el
malondialdehido y el hidroxinonenal son los mds empleados, aunque
también se pueden considerar los niveles de pentano y de etano. La 8-
hidroxi-2’-desoxiguanosina es un indicador de dafio oxidativo al ADN, los
grupos carbonilo y la 2-oxohistidina se utilizan como marcadores de dafio

en oxidativo en proteinas (Hageman et al., 1992), etc.

1.4. TEORIA MITOCONDRIAL DE LOS RADICALES
LIBRES EN EL ENVEJECIMIENTO.

Miquel y colaboradores proponen en 1980 la Teoria Mitocondrial del

Envejecimiento Celular (Miquel et al., 1980). Esta teoria sugiere que la

senescencia es un producto derivado del ataque de los radicales de oxigeno
al genoma mitocondrial en células postmitéticas fijadas (Miquel and

Fleming, 1986). Las mitocondrias de las células postmitéticas consumen O,

a velocidades altas, liberando entonces radicales de oxigeno que exceden la
capacidad de las defensas antioxidantes celulares (Miquel et al., 1980).

La Teoria Mitocondrial del Envejecimiento se ha probado
recientemente en varios laboratorios, y existe en la bibliografia una gran
cantidad de evidencias experimentales que la apoyan. Diversos autores han
comprobado que las mitocondrias de animales viejos producen mas
radicales libres que las de los jévenes (Sohal and Sohal, 1991, Sastre et al.,
1996, Sastre et al., 1998). Ademads, existe una relacidén inversa entre la
produccién mitocondrial de perdxidos y la longevidad de los mamiferos
(Sohal and Sohal, 1991, Barja et al., 1994, Ku et al., 1993). Estos resultados
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apoyan la idea de que la generacion de prooxidantes es un factor critico en
la velocidad del envejecimiento (Sohal and Sohal, 1991). Asi mismo, se ha
demostrado que el dafo oxidativo al DNA mitocondrial, proteinas y lipidos
sobrevienen a lo largo del envejecimiento (Richter et al., 1988, Shigenaga et
al., 1994, Benzi and Moretti, 1995, Garcia de la Asuncién et al., 1996,
Sastre et al., 1996, Sastre et al., 1998), y que la generacién de peréxidos por
la mitocondria aumenta con la edad (Sastre et al., 1996, Sastre et al., 1998).
El papel de las mitocondrias viejas en el envejecimiento celular se ha
demostrado microinyectando mitocondrias aisladas a partir de fibroblastos
de ratas viejas, donde se veia que las células inducidas degeneraban
(Corbisier and Remacle, 1990).

La generacion continua de ROS por la mitocondria a lo largo de la
vida celular, produce un estrés oxidativo mitocondrial “crénico” relacionado
con la edad, que juega un papel clave en el envejecimiento. Mds auin, la
mitocondria de especies que viven periodos de tiempos mds cortos produce
relativamente cantidades mds elevadas de ROS que aquella procedente de
especies que viven mds (Sohal et al., 1990, Sohal and Sohal, 1991, Barja et
al., 1994). De este modo, la velocidad de produccién de ROS aparece como
determinante en el potencial de vida maxima (Perez-Campo et al., 1998).

El papel de la mitocondria en el envejecimiento celular también se ha
relacionado con las pérdidas funcionales mitocondriales a lo largo del
proceso de envejecimiento (Miquel et al., 1980, Shigenaga et al., 1994). Asi,
la actividad respiratoria de mitocondrias aisladas decrece con la edad en
higado, miusculo esquelético y cerebro. Recientemente, en nuestro
laboratorio demostramos que el potencial de membrana mitocondrial

decrecia con la edad y que aumentaba el tamafio mitocondrial en el
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envejecimiento (Sastre et al., 1996). También se ha publicado que existe una
disminucién de los transcriptos mitocondriales relacionados con la edad en
algunos tejidos de rata y en Drosophila (Calleja et al., 1993). Debemos tener
en consideracion la expresion del 16S rRNA mitocondrial, la cual se ve
disminuida en los procesos de estrés oxidativo (Crawford et al., 1997).
Ademais, la expresion de este gen mitocondrial disminuye con la edad, y
esta disminucién se correlaciona con la curva de supervivencia en
Drosophila (Calleja et al., 1993). Asi pues, la expresion del 16S rRNA
puede ser considerada como un marcador de envejecimiento celular.

Para entender bien esta teorfa del envejecimiento, se explica en el
apartado de ‘el papel de la mitocondria como fuente y diana de radicales

libres”.

1.4.1. La mitocondria

1.4.1.1. La mitocondria: estructura y funciéon

Las mitocondrias son orgédnulos celulares de forma ovalada, con una
longitud de unas 2 um y un didmetro de 0,5 um, el tamafo aproximado de
una bacteria.

Estudios de microscopia electronica revelan la existencia de dos
membranas, una externa y una interna muy extensa y COn Numerosos
pliegues, llamados crestas. Por lo tanto existen dos compartimentos: (1) el
espacio intermembranal, situado entre la membrana externa e interna y (2)

la matriz que estd rodeado de la membrana interna ver figura 1.3.
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crestas mriocondriales

membrana interna espacio intermembrana

Figura 1.3. Estructura basica de las mitocondrias

En la matriz se localizan varias copias del genoma circular
mitocondrial, los ribosomas y numerosos complejos enzimaticos necesarios
tanto para las funciones energéticas, como para la expresion y la replicacion
de genes. En concreto el genoma mitocondrial humano contiene 16.569
pares de bases (pb) y codifica 13 proteinas de la cadena respiratoria asi
como los RNAs ribosémicos grande y pequefio y suficientes tRNAs como
para traducir todos los codones. Sin embargo las mitocondrias también
contienen muchas proteinas codificadas por el DNA nuclear.

En el espacio intermembranal se localizan las enzimas que median el
trénsito de sustancias entre la matriz mitocondrial y el citosol, y alguno de
estos complejos presenta actividad cinasa.

Del mismo modo, sus membranas ofrecen también diferencias
significativas. La membrana interna se caracteriza morfolégicamente por

presentar unas invaginaciones denominadas ‘crestas’, con multitud de
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complejos enzimdticos (los componentes de la cadena transportadora de
electrones —CTE—, la ATP sintasa) y proteinas que regulan el paso de
metabolitos, como el traslocador de nucleétidos de adenina (ANT, del inglés
adenine nucleotide translocator). La membrana mitocondrial interna resulta
especialmente impermeable a iones gracias a su alto contenido en el
fosfolipido cardiolipina, caracteristica esencial que le permite soportar un
gradiente electroquimico necesario para el desempeio de la funcidén
energética. Por el contrario, la membrana externa carece de crestas
mitocondriales y, en condiciones fisioldgicas, es permeable al paso de iones
y de metabolitos con pesos moleculares inferiores a 6.000 Da debido a la
presencia de la proteina porina, conocida en la actualidad como canal
aniénico dependiente de voltaje (VDAC, del inglés voltage dependent anion
channel).

A pesar de la existencia de estos compartimentos, que a primera
vista parecen estancos, la estructura mitocondrial permite el paso regulado
de proteinas mediante procesos controlados por unos complejos proteicos
transmembranales —TIM (del inglés, translocase of the inner membrane) en
la membrana interna y TOM (del inglés, translocase of the outer membrane)
en la externa— que son capaces de discriminar entre aquellas proteinas que
deben dirigirse a la matriz y las que lo hardn hasta el espacio
intermembranal; en este proceso intervienen algunos miembros de la familia
de las chaperonas que se inducen por calor (HSP, del inglés heat shock
proteins), como la HSP 70 y la HSP 60 (Hood et al., 2003).

Existen zonas de contacto entre las membranas mitocondriales, las
denominadas ‘zonas densas’, cuyos componentes proteicos son capaces de

interaccionar y dar lugar a la formacién de un canal, el PPTM (poro de
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permeabilidad transitoria mitocondrial), del que también forman parte
proteinas del citoplasma y de la matriz mitocondrial.

Entre las funciones que se realizan en la mitocondria cabe destacar,
segun la relacion con el tema, la fosforilacion oxidativa. La cual tiene lugar
en la cadena de transporte electrénico, que es llevada a cabo por un
complejo enzimdtico en el que se genera poder reductor —en forma de
NADH y FADH;, que se utiliza en la cadena respiratoria. Acoplado al
transporte de los electrones por diferentes niveles redox, y gracias a la
energia liberada, tiene lugar la salida de tres protones desde la matriz
mitocondrial hasta el espacio intermembranal, lo que origina un gradiente
electroquimico entre los dos compartimentos; ello se traduce en una
diferencia de pH de una unidad y en una diferencia de potencial eléctrico de
140 mV, lo que supone un incremento de energia libre (AG) de
aproximadamente -5 Kcal. Esta energia la utiliza la ATP sintasa (complejo
V), localizada en la membrana interna, para fosforilar moléculas de ADP,
dando lugar a ATP, a la vez que los protones vuelven a la matriz a favor de
gradiente. El funcionamiento correcto de este complejo enzimdtico es
esencial para la vida de la célula, de forma que cualquier alteracion en las
enzimas que lo componen se puede traducir en enfermedades degenerativas.
Son muchos los inhibidores que se conocen de los distintos componentes de
la cadena de transporte electénico mitocondrial (CTEM), los cuales se

utilizan en estudios sobre su funcionamiento.
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Membrana mitocondrial externa

Membrana mitocondrial interna

Figura 1.4. Esquema de la cadena de transporte electrénico mitocondrial

1.4.1.2. Produccion de radicales libres en los distintos estados

mitocondriales

Se calcula que entre el 2 y el 3 % de los electrones transportados por
la cadena de transporte electrénico mitocondrial en estado 4 (cuando todo el
ADP estd en forma de ATP) no llegan al complejo IV y producen
reducciones parciales del oxigeno (Cadenas et al., 1977, Frei, 1994a).
Debido a las propiedades del oxigeno, su reduccién tetravalente requiere la

transferencia sucesiva de 4 electrones al orbital antienlazante.
36




1. INTRODUCCION

El citocromo a3 del complejo IV de la cadena respiratoria es capaz
de mantener estrechamente unidas a su centro activo todas las especies
parcialmente reducidas del oxigeno hasta que se completa la transferencia
de 4 electrones y 4 protones al O, y con ello la formacién de H,O (Benzi
and Moretti, 1995). Por tanto, la citocromo c oxidasa perteneciente al
complejo IV de la cadena respiratoria no produce este radical. Ademas,
exhibe cierta actividad super6xido dismutasa. Sin embargo, otros elementos
de la cadena de transporte electrénico mitocondrial tienen la capacidad de
transferir un electron directamente al O,, pero por el contrario no son
capaces de retener el i6n superéxido formado (Benzi and Moretti, 1995).
Asi pues, se produce ‘02-, que puede dismutar a su vez generando peréxido
de hidrégeno, el cual es capaz de atravesar las membranas y salir al
citoplasma, donde puede reaccionar con otras especies formando diversos
tipos de radicales libres (Boveris et al., 1972). La produccién mitocondrial
del peréxido de hidrégeno fue inicialmente descrita por Jensen en 1966
(Jensen, 1966). Estudios posteriores demostraron que la mayor parte del
peréxido de hidrégeno mitocondrial, procedia de la dismutacién del radical
superoxido (Boveris et al., 1972).

Se ha estimado que se producen del orden de 10'° moléculas de “O,”
por célula y por dia (Ames et al., 1993).

Los procesos de formaciéon de anién superéxido son una serie de
reacciones no enzimdticas cuya velocidad aumenta linealmente con la
concentracion de oxigeno presente en el medio.

Utilizando  mitocondrias  aisladas se  puede  determinar
experimentalmente el consumo de oxigeno por la mitocondria, fenémeno

denominado Control Respiratorio (Ver figura 1.5). En ausencia de sustrato o
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de ADP, el consumo de oxigeno causado por la oxidacién de sustratos
endégenos es bajo. Este estado respiratorio se define como estado 1.
Anadiendo un sustrato oxidable, como glutamato o malato, este consumo

aumenta levemente (estado 2).
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Figura 1.5. Control respiratorio mitocondrial

El estado 3 de la cadena de respiracion mitocondrial se define como
el consumo de oxigeno en presencia de sustrato y ADP, es decir, cuando
tiene lugar transporte de electrones y sintesis de ATP. El estado 4 se alcanza
cuando el ADP ha sido consumido, y el gradiente electroquimico generado
por la cadena de transporte electrénico no puede ser empleado en sintetizar
ATP. El mantenimiento del Control Respiratorio depende de la integridad
de la membrana mitocondrial, si ésta recibe algin dafio, se desacopla el

transporte de electrones y la sintesis de ATP. Las mitocondrias que
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consumen la misma cantidad de oxigeno en estado 3 que en estado 4 estdn
desacopladas (Rickwood et al., 1987a, Rickwood et al., 1987b).

La producciéon mitocondrial de especies reactivas de oxigeno
aumenta cuando el aporte de sustratos a la cadena de transporte electronico
mitocondrial excede la demanda energética, es decir, en condiciones
cercanas al estado 4, en las cuales el cociente ATP/ADP es elevado. En
estas condiciones, aumentan la presion parcial de O, y el grado de reduccién
de los transportadores redox de los complejos I, II, y III, con el consiguiente
incremento de la produccion de especies reactivas de oxigeno. Asi pues, el
estado reducido de los elementos redox de los complejos I y III también
contribuyen al aumento de la velocidad de generacién de “O»- (Skulachev,
1996). Puesto que se postula que las mitocondrias se encuentran en un
estadio intermedio entre el estado 3 y el estado 4 (Brand and Murphy,
1987), la generacion de especies reactivas de oxigeno por los complejos Iy
III puede ser de gran importancia en el envejecimiento mitocondrial.

Experiencias in vitro demuestran que formas solubles de Ia
semiquinona son capaces de producir O,-" por autooxidacién en medios
oxigenados, por lo que se propuso que la ubisemiquinona mitocondrial era
una de las fuentes de ion superdéxido (Cadenas et al., 1977). Sin embargo,
consideraciones termodindmicas descartan un papel directo de la
dismutacion de la ubisemiquinona en la produccién de este radical in vivo,
porque el ciclo redox de la ubiquinona tiene lugar enteramente en la fase
apolar de la membrana, y en tales condiciones la autooxidacién de las
quinonas se ve desfavorecida (Benzi and Moretti, 1995). La
ubisemiquinona, en cambio, podria estar implicada en la formacién de HO®

a partir de H,O,. Puesto que el peréxido de hidrégeno puede atravesar
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facilmente las membranas bioldgicas puede entrar en contacto con la

ubisemiquinona y producirse la reaccion siguiente (Boveris et al., 1972):

Q*+H,0, > Q+HO"+HO

1.4.1.3. Otras acciones de las mitocondrias

Se sabe que la mitocondria desempefia un papel importante en la
regulaciéon de la supervivencia celular y la apoptosis (Nilsen et al., 2006)
modulando la homeostasia del calcio intracelular, por ejemplo, ademéas de
ser la central metabdlica para la via de lo 4cidos grasos, ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos y la urea, biosintesis de aminodcidos, purinas, esteroides,
etc.

Por lo tanto el contenido mitocondrial y la actividad de la cadena
respiratoria es susceptible de ser regulada en funcién de las condiciones
celulares. De modo que deberian de responder a los distintos cambios
fisiologicos producidos tanto por hormonas, como por factores de

crecimiento, cambios en la actividad fisioldgica, etc.

1.4.2. Accion de los estrogenos sobre las mitocondrias

Como veremos en el apartado 1.6 y 1.7 de esta Introduccidn, los
estrégenos parecen tener bastante influencia en la diferencia de longevidad
entre machos y hembras, ya sea por su accién hormonal o por su accién
antioxidante, etc. El estradiol desencadena numerosos efectos, mediados
tanto por receptores estrogénicos genémicos como de membrana (Nilsen et
al., 2006). Ademds de estos efectos ya conocidos, hoy en dia existen
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numerosas lineas de investigacion que presentan a la mitocondria como una
nueva diana para los estrégenos, regulando factores como la apoptosis y
crecimiento, entre otros (Nilsen et al., 2006). Se ha visto como en ratas
ovacteriomizadas la estructura y funcién de las mitocondrias del corazén se
encontraba alterada, siendo revertido el efecto por la adicion de estrégenos y
fitoestrogenos (Zhai et al., 2000, Zhai et al., 2001).

Ademads, nuestro grupo ha publicado muy recientemente, como el
estradiol protege la integridad mitocondrial, indicado por un aumento en el
potencial de membrana mitocondrial. Previene la formacién de especies
reactivas de oxigeno y también la salida apoptogénica de citocromo C de la
mitocondria, por lo que el contenido mitocondrial de citocromo C se
mantiene elevado (Borras et al., 2010).

Estos hechos sugieren que el estradiol y sus receptores estdn
directamente implicados en la conservacién y regulacion de la estructura de

la mitocondria y de la cadena de transporte mitocondrial.

La Teoria del Envejecimiento por Radicales Libres y la Teoria
Mitocondrial de Envejecimiento resultan especialmente atractivas
debido a que permiten una intervencion racional, por ejemplo, la
administracion de antioxidantes como los estrégenos o analogos de éstos
podria retardar el dano que acompana al proceso de envejecer.
Ademas, se trata de dos teorias que podrian explicar practicamente
todos los fendmenos descritos en el resto de teorias de envejecimiento

propuestas.
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1.5. PAPEL DE LOS RADICALES LIBRES EN LAS
DIFERENCIAS DE LONGEVIDAD ENTRE MACHOS Y
HEMBRAS.

1.5.1. Papel de los antioxidantes en el proceso de

envejecimiento

Cutler observé que diversos antioxidantes tales como la vitamina E, el
urato, la ceruloplasmina y la actividad superoxido dismutasa en diferentes
organismos muestran una correlaciéon con la tasa metabdlica multiplicada
por la longevidad méaxima de cada especie (Cutler, 1991).
Consecuentemente, propuso que la duracion de la vida se deberia
correlacionar con la capacidad de proteccion antioxidante. En esta linea,
como hemos comentado anteriormente, Orr y Sohal crearon moscas
Drosophila melanogaster doblemente transgénicas, que sobre
expresaban superéxido dismutasa Cu, Zn-dependiente y catalasa, y vieron
que la disminucion del estrés oxidativo se correlaciona con el aumento de la
longevidad media y maxima de las moscas (Orr and Sohal, 1994). Ademas,
se enlentece el proceso de envejecimiento ya que las moscas transgénicas
presentan un retraso en la pérdida de la capacidad fisica y niveles inferiores
de dafio oxidativo a proteinas. Sin embargo, no se observd efecto en la
elongacion de la vida con la sobreexpresion de estas enzimas por separado
(Orr and Sohal, 1993).

Un punto a destacar de gran importancia es la interrelacién de los
antioxidantes celulares. Personas con defectos en la absorcion de vitamina E

o niveles bajos de GSH muestran diversas patologias, pero no un
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envejecimiento acelerado. El grupo de Barja observd que inhibiendo la
actividad catalasa en ranas, se induce una mayor actividad superéxido
dismutasa, glutatién reductasa y aumenta la sintesis de glutatién y de acido
ascorbico. Esto daba lugar a un aumento en la longevidad media de las ranas
(Lopez-Torres et al., 1993). Es decir, los organismos tienden a mantener la
homeostasis de sus defensas antioxidantes y es dificil que los antioxidantes
celulares actden por separado, ya que en realidad se encuentran tan
intimamente relacionados que los cambios en un antioxidante afectarian al

resto (Cutler, 1991, Lopez-Torres et al., 1993).

1.5.2. Envejecimiento, longevidad y género

Uno de los mayores logros del siglo XX es el aumento de la
esperanza de vida de la poblaciéon humana. En Europa, ésta se ha duplicado
entre 1900 y 1992 (Fernandez Ballesteros 1999, Wilmoth et al., 2000). En
todos los casos la esperanza de vida de las mujeres supera a la de los
hombres. Es mads, el porcentaje de diferencia entre ambos géneros se ha
incrementado junto con el aumento de la esperanza de vida, y las muertes se
deben mdas frecuentemente al envejecimiento que a enfermedades no
relacionadas con el mismo. De hecho, en Espafia en 1900, la esperanza de
vida para los hombres era de 33.7 afios y para las mujeres de 35.1, es decir,
un 3.8% superior en mujeres frente a hombres. En 1992 la esperanza de vida
de los hombres era de 73.7 afios, mientras que la de las mujeres era 83.8, lo

cual supone un 9.9% mas en las mujeres que en los hombres (ver tabla 1.3).
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/aumento
mujeresy/ombres

IVTjeres

Tabla 1.3. Esperanza de vida en Europa en el siglo XX (modificada de Fernandez
Ballesteros 1999)

Durante 1999 se celebr6 el Afio Internacional de las Personas
Mayores. Este tiempo sirvié para reflexionar y comprobar que la esperanza
de vida en la mayoria de los paises ha aumentado més de 30 afios en el siglo
XX. Hasta hace poco tiempo cumplir 65 afios se consideraba el principio de
la vejez, pero hoy ya se sube esta marca a los 85 afios. En este contexto, se
sabe que se ha alargado la edad de las mujeres 8 afos mds que en los
varones, aunque conforme envejece la poblacién femenina también se
acrecienta el riesgo de sufrir enfermedades antes mas frecuentes en los
hombres: accidentes cardiacos y cerebro-vasculares, cancer, infecciones,
etc. Los expertos sefalan que lo mds importante es dar vida a los afios y no

s6lo anos a la vida.
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La base de la diferencia de esperanza de vida entre machos y hembras
estd ain por esclarecer y ademds, el envejecimiento de la poblacién se
percibe de diferente manera si la persona que entra en afos es de un sexo u
otro. En el caso de las mujeres dos hechos fisiol6gicos fundamentales
condicionan su vida y su madurez: la menarquia, por un lado, y la
menopausia y el climaterio en un segundo momento.

Con la menopausia, y como consecuencia de la disminucién de los
niveles de estrogenos, se producen unas alteraciones hormonales en la mujer
que supera los 50 afios que pueden provocar un deterioro de su salud,
aunque no necesariamente. Hasta ese momento los estrégenos han jugado
un papel fundamental en su organismo, previniendo accidentes
cardiovasculares, osteoporosis, etc. Sin embargo, cuando alcanza la
menopausia, es cuando estd mds expuesta a padecer osteoporosis, infartos
de miocardio, accidentes cerebrovasculares, artritis y artrosis, problemas de
comunicaciéon (oido, habla) y, en ultima instancia, demencia senil y
Alzheimer.

Asi pues, las mujeres gozan de buena salud durante su etapa juvenil y
adulta, pero conforme alcanzan el climaterio y bajan los niveles de
estrogenos, llegan a estar mds expuestas a sufrir las enfermedades que los
varones de su edad.

Sin embargo, viven mds afios, ;cémo se comprende este fendmeno?
No debemos olvidar ciertos aspectos que aventajan a la mujer en cuanto a su
perduracién en el tiempo:

1. El sistema inmunoldgico femenino produce mayor cantidad de

anticuerpos que protegen mejor ante determinadas enfermedades

(Krishnaraj, 1992).
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2. Ademéds, en la edad madura la mujer conserva un mayor porcentaje
de la fuerza que tenia en su juventud, respecto al varén (Sinaki et
al., 2001).

3. De igual manera, los estrégenos contribuyen a proteger a la mujer
al actuar a diferentes niveles:

3.1 Frente a la osteoporosis, actuando a diferentes niveles

3.2 Frente a los accidentes cardiacos, al disminuir los niveles de
LDL, aumentar los niveles de HDL, etc.

3.3 Frente al dafio oxidativo ocasionado por los radicales libres
induciendo la expresion de enzimas antioxidantes3.4 A

otros niveles (efectos sobre proteinas, etc.)

Por estas y otras razones parece que la mujer vive durante mas tiempo
que el hombre.

Ademads, si nos fijamos en la poblacién de centenarios, podemos
comprobar que la mayoria son mujeres.

La gerontdloga de la Universidad de Harvard (EEUU), Margery
Silver, ha realizado un estudio sobre centenarios entre una poblacién de
460.000 ancianos de seis ciudades de Massachusetts. Este estudio revela que
un 80% son mujeres, y el 20% restante hombres (Silver et al., 2001).

Cumplir los cien afios ya no es una meta insalvable para las mujeres.
En Espafia ya se contabilizan varios casos que se aproximan a la barrera
mitica de los 125 afios (limite biolégico del ser humano). La figura 1.6
muestra el nimero de mujeres y de hombres segun su edad a partir de los 55

afos en Espafa (datos del Instituto Nacional de Estadistica, afio 2001).
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Figura 1.6. Nimero de mujeres y de hombres segiin su edad a partir de los
55 anos en Espafia. Los datos de la misma han sido extraidos del Instituto

Nacional de Estadistica (2001)

En la gréfica no aprecia claramente, pero el niimero de centenarios en
Espafia es de 5296 personas, de las cuales 3890 son mujeres y 1406
hombres.

Asi pues, la mujer no sélo posee una esperanza de vida mds larga, sino
que también alcanza una vida maxima mayor que el hombre.

Este fendmeno no es atribuible a diferencias socioldgicas, puesto que
también se reproduce en otras especies. En nuestro laboratorio, las ratas

hembras muestran un 16% mas de vida media que las ratas machos (Borras
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et al., 2003). En dicho estudio se demostrd que las diferencias de longevidad
entre machos hembras tienen una base bioldgica: los estrogenos suponen
una ventaja para la supervivencia de las hembras, puesto que inducen la
expresion de enzimas antioxidantes, y ello las protege frente al estrés
oxidativo y, por tanto, les confiere una mayor longevidad (Asdell et al.,

1967).

1.5.3. Estrés oxidativo mitocondrial en machos y

hembras

El estrés oxidativo mitocondrial encontrado en los machos es superior
al de las hembras. Se determiné la produccion de peroxido de hidrégeno en
mitocondrias hepéticas y cerebrales (sindpticas y no sindpticas) aisladas de
machos y hembras y observamos que las procedentes de los machos
producen una cantidad significativamente superior de peroxido de
hidrégeno. Asimismo, los niveles del antioxidante endégeno glutation
reducido son mayores en las mitocondrias procedentes de las hembras que
en las de los machos (Borras et al., 2003).

El DNA mitocondrial sufre dafio oxidativo durante el envejecimiento.
Nuestro grupo ha mostrado recientemente que la oxidacion del glutation
mitocondrial que ocurre en el envejecimiento y en la apoptosis estd
relacionada con el dafio oxidativo al DNA mitocondrial (Garcia de la
Asuncién et al., 1996, Esteve et al., 1999). Determinamos este dafo por
medio de la medida del nivel de 8-hydroxydeoxyguanosina (8-oxodG). A
consecuencia del mayor estrés oxidativo en los machos, el DNA

mitocondrial de los mismos estd hasta cuatro veces mds oxidado que el de
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las hembras. El aumento de este pardmetro, como ha sido anteriormente

sefialado, estd asociado a una menor longevidad.

1.54. La ovariectomia supone un aumento de estrés
oxidativo en las hembras. La reposicion hormonal con

estrogenos previene este aumento

La ovariectomia en ratas conduce a un incremento de la produccion de
peréxidos por las mitocondrias hepdticas, hasta alcanzar los niveles
producidos por las mitocondrias de las ratas machos. El tratamiento de las
ratas ovariectomizadas con 1 pg/kg/dia de estradiol, revierte los niveles de
perdxidos a los producidos por las ratas hembras controles. Asimismo, los
niveles de glutatién reducido en mitocondrias hepaticas disminuyen después
de la ovariectomia, y regresan a los valores de las hembras controles cuando
se les administra terapia de sustitucion hormonal con estrégenos. Asi pues,
la terapia hormonal con estrégenos disminuye la produccién mitocondrial de
peréxido de hidrégeno y aumenta los niveles de glutatiéon reducido. Los
estrogenos juegan un papel protector muy importante frente al dafio

oxidativo mitocondrial asociado al envejecimiento (Borras et al., 2003).

1.5.5. Los estrogenos inducen la expresion de genes de

longevidad

La cantidad de estrégenos empleada en las terapias sustitutivas de
estrogenos es probablemente insuficiente para que los estrégenos actiien
como antioxidantes per se. Por ejemplo, en seres humanos, se recomienda

una dosis diaria de 50ug de estrégenos, mientras que de vitamina E se
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requieren 400mg para ser efectivos como antioxidantes, es decir, una dosis
8000 veces mayor que de estrogenos. Por ello, nuestro grupo estudié como
los estrégenos actuan como antioxidantes de modo indirecto, por medio de
la induccién de la expresion de las enzimas antioxidantes manganeso-
superoxido dismutasa (Mn-SOD) y glutation peroxidasa (GPx). La
expresion génica y la actividad de estas enzimas son mayores en
mitocondrias hepdticas de hembras frente a machos de la misma edad (Vina
et al., 2005). Esto puede explicar la menor tasa de produccién de peréxidos
por la mayor actividad de las enzimas antioxidantes. Trabajos anteriores
demuestran que la sobreexpresion de SOD o catalasa solas, no aumenta la
vida media, pero si lo consigue la sobreexpresion de ambas enzimas
conjuntamente (Orr and Sohal, 1994).

Por tanto, la mayor longevidad de las hembras con respecto a los
machos, se puede explicar porque las hembras se comportan como dobles
transgénicos, que sobreexpresan las enzimas antioxidantes glutation

peroxidasa y manganeso superéxido dismutasa (Vina et al., 2005).

1.5.6. Parametros de envejecimiento indican que las
hembras poseen una edad biolégica menor que los

machos

La expresion del gen 16S rRNA mitocondrial disminuye
significativamente con la edad, y esta disminucidén se correlaciona con la
curva de supervivencia de la mosca Drosophila (Calleja et al., 1993).
Ademas, el estrés oxidativo también causa la disminucion de la expresion
del 16S rRNA (Crawford et al., 1997). La expresion de este marcador de

envejecimiento estd disminuida en los machos en comparaciéon con las
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hembras, lo cual supone que con una misma edad cronoldgica, las hembras
poseen una edad bioldgica menor que los machos, es decir, las hembras son

biolégicamente mas jovenes que los machos (Borras et al., 2003).

1.6. ESTROGENOS.

Antes de analizar la capacidad antioxidante de los estrogenos se hace
necesaria una resefia sobre su definiciobn, mecanismo de sintesis y
propiedades quimicas, asi como de su metabolismo y acciones/efectos que

pueden ejercer sobre el organismo humano.

1.6.1. Concepto

Los estrégenos son moléculas pertenecientes a la familia de las
hormonas esteroideas, su precursor es el colesterol.

Los ovarios constituyen la principal fuente de estrogenos circulantes
en mujeres premenopdusicas. En varones y en mujeres postmenopdusicas, la
principal fuente de estrégenos es el estroma del tejido adiposo, donde se
sintetiza estrona a partir de deshidroepiandrosterona, secretada por la
corteza suprarrenal. De este modo, la concentracion de estrogenos estd
regulada en parte por la disponibilidad de precursores androgénicos
(Mendelson et al., 1987).

Las concentraciones de estradiol en plasma en el hombre son bajas,
siendo variable en el caso de la mujer. En concreto, los niveles plasmaticos
aumentan en las nifias en la pubertad alcanzando valores de 30 pg/ml al
llegar a las fases II y III de desarrollo mamario y niveles de tipo adulto que

oscilan entre los 10 y 200 pg/ml al llegar la menarquia o poco después.
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1.6.2. Propiedades quimicas

El estr6geno natural mds potente en seres humanos es el 17B3-
estradiol (figura 1.7), seguido de la estrona y el estriol. Cada una de esas
moléculas es un esteroide de 18 carbonos, que contiene un anillo fenélico A
(un anillo aromético con un grupo hidroxilo en el carbono 3), y un grupo B-
hidroxilo o cetona en la posicién 17 del anillo D. El anillo fendlico A es la
principal caracteristica estructural, de la cual depende la unién selectiva y de

alta afinidad a receptores de estrogenos (Wawrzak et al., 1988).

Figura 1.7. Estructura quimica del 17p-estradiol

1.6.3. Metabolismo del estradiol

El estradiol se fija a la globulina fijadora de 17B-estradiol en el
plasma circulante, no siendo asi en el caso de la estrona y el estriol que sélo
se fijan débilmente. Asi mismo el estradiol experimenta un complejo
metabolismo en los tejidos periféricos y en el higado que comprende una
oxidacidn reversible a estrona y una hidroxilacién irreversible en C-2 y C-
16.

Los metabolitos se conjugan con dcido sulftirico o glucurénico y se
excretan por orina o bilis. Los metabolitos biliares pueden sufrir mas
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transformaciones metabdlicas por acciéon de la flora intestinal siendo
reabsorbidos en la circulacion portal.

Entre los metabolitos del estradiol estaria el derivado 2-hidroxilico,
derivados que en conjunto reciben el nombre de catecol-estrogenos. La
conversién en catecol-estrogenos tiene lugar en diferentes tejidos, entre

ellos el cerebro.

1.6.4. Acciones de los estréogenos

Los estrégenos poseen acciones vinculadas con el aparato
reproductor, y acciones relacionadas con el metabolismo.

Dada la relacion con el trabajo tnicamente hablaremos de algunos de
los efectos de los estrogenos a nivel metabdlico.

Los estrogenos afectan a muchos tejidos y tienen muchas acciones
metabodlicas en seres humanos y animales. No estd claro en todas las
circunstancias si los efectos dependen de manera directa de acciones de las
hormonas sobre los tejidos en cuestion, o de manera secundaria a efectos en
otros sitios. Sin embargo, en la actualidad estd claro que muchos tejidos no
reproductores como el hueso, endotelio vascular, higado, sistema nervioso
central y corazén expresan cifras bajas de receptores de estrogenos. De este
modo, es posible que muchas acciones metabodlicas de los estrégenos sean
un resultado directo de fendmenos mediados por receptor en los Organos
afectados.

Puesto que los estrégenos producen muchas respuestas metabdlicas,
sus efectos sobre fendmenos particulares del metabolismo de minerales,
lipidos, carbohidratos y proteinas tienen importancia especial para entender

sus acciones farmacoldgicas. Sin embargo, en este trabajo no nos
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adentraremos en su contenido pues nos vamos a centrar en su capacidad

antioxidante particularmente.

1.6.5. Mecanismo de accion

Se cree que los estrégenos, al igual que otras hormonas esteroides,
actian principalmente por medio de regulacion de la expresion de genes.
Los receptores de estrégenos se encuentran en las vias reproductoras
femeninas, mamas, la hipdfisis, el hipotdlamo, hueso, higado y otros
organos, asi como en diversos tejidos en varones.

El receptor interactia con secuencias de nucledtido especificas
denominadas elementos de respuesta a estrégenos (ERE) presentes en genes
precondicionados, y esta interaccién incrementa, o en algunas situaciones
disminuye, la transcripcién de genes regulados por hormonas. Ademads de
los elementos de respuesta a estrégenos, muchos genes con capacidad de
respuesta a estrégenos contienen elementos que median las acciones de
otros factores reguladores. Esto puede proporcionar un mecanismo mediante
el cual las sefiales provenientes de estrégenos y otros compuestos convergen
en sitios gendmicos comunes para integrar respuestas celulares a multiples
estimulos.

Ademads existen receptores estrogénicos de membrana, los cuales a
su vez son estimulados por estrégenos y median respuestas indirectas a

través de cascadas de sefializacion.

1.6.5.1. Receptores estrogénicos
Los receptores estrogénicos (RE) juegan un papel central en el

proceso de activacion de la transcripcion génica por los estrogenos (Osborne
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et al., 2001). Existen dos tipos de RE, alfa y beta (REa y REB), que se
diferencian tanto en sus propiedades como en su distribucion tisular (Gruber
et al., 2002) (ver figura 1.8) de los que entre un 5-10% se localizarian en la
membrana asociados a caveolas y que, también, podrian encontrarse como
formas truncadas (Razandi et al., 2002, Pedram et al., 2006b, Pedram et al.,
2006a). La estructura de ambos en cuanto a sus propiedades de
reconocimiento de los estrégenos, uniéon al ADN vy activaciéon de la
expresion génica permite suponer que actian de manera similar (Palmieri et
al.,, 2002). Sin embargo, hay bastantes estudios que asocian el “receptor
huérfano acoplado a proteina G (GPR30) a los rdpidos efectos de los
estrogenos (Filardo et al., 2000, Revankar et al., 2005), existiendo la
controversia de si funcionaria independientemente o en colaboracién con los

receptores clasicos.
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Figura 1.8. Distribucion de receptores estrogénicos (Setchell and Cassidy, 1999)

1.6.5.1.1. Receptores estrogénicos nucleares

El RE es una proteina monocatenaria, que en su estado nativo esta
unida a otras proteinas, como HSP90, que actian como chaperonas y la
mantienen en estado inactivo. La llegada del estradiol al dominio de unién a
la hormona del RE hace que se produzca interaccion entre el esteroide y al
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menos tres aminodcidos del receptor. El resultado es que se produce un
cambio conformacional en el RE que le hace perder afinidad por las
proteinas que le acompafaban en su estado nativo, y se forma de un
monomero estradiol-RE. El cambio de conformacién del receptor conlleva
que nuevas regiones de la proteina puedan llevar a cabo interacciones
proteina-proteina y proteina. Los receptores estrogénicos, como los de
andrégenos y otras hormonas esteroides, interaccionan con una gran
variedad de proteinas con diferentes funciones. La primera reaccion que se
produce es una dimerizacion del RE: dos monémeros estradiol- RE
reaccionan para constituir el homodimero o forma activa del receptor
estrogénico. La consecuencia de ello es que el dimero es mds nucleofilico
que el receptor inactivo, y se localiza en el nicleo celular. El RE tiene dos
dedos de zinc por los que es capaz de interactuar con regiones especificas
del ADN denominadas Elementos de Respuesta Estrogénica (ERE). Los
ERE estan formados por dos secuencias de cinco nucledtidos especificos,
separadas por tres nucledtidos indiferentes. La secuencia consenso del ERE
es palindromica, de modo que se lee indistintamente en ambas cadenas

complementarias del ADN.
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Figura 1.9. Activacion génica por los dimeros de receptor de estrogenos
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Los genes cuya transcripccion es activada (o reprimida) por los
estrogenos contienen uno o mds ERE en su regiéon promotora.

El RE contiene ademds dos dominios por los cuales es capaz de
interactuar con las proteinas coactivadoras o corepresoras de la
transcripcion: TAF-1 (transcription-activation function-1), que estd en la
region aminoterminal y es activa en ausencia de hormona; y TAF-2, que se
encuentra solapada con el dominio de unién a la hormona y sélo se activa
cuando el RE se une al estradiol y forma homodimeros.

El reconocimiento de las secuencias ERE en el promotor del gen
regulado por estrogenos por el homodimero de RE atrae sobre él a las
proteinas coactivadoras. Estas conectan el homodimero con el de
transcripcion, situado en la regién rica en TA del promotor. Como
consecuencia de esta interaccién la RNA-polimerasa acelera su actividad
transcriptora 'y se acumulan en la célula multiples copias del ARN-
mensajero especifico del gen regulado por estrégenos.

Cabe destacar que aunque el receptor alfa y el receptor beta guarden
homologia en su dominio de unién al DNA, tienen diferencias importantes
en el sitio de unién a la hormona. Esto hace que posean afinidad de unién
diferente por los diversos compuestos esteroideos, por ejemplo, el receptor 3
tiene mayor afinidad por el dietilestilbestrol (DES) que por el 17B-estradiol
y a su vez por un modulador de receptores de estrogenos como es el
tamoxifeno. El receptor B es mas afin por el fitoestrégeno genisteina que por
el tamoxifeno. Esto implica que de acuerdo a la distribucién de los
receptores en los tejidos, su accidn serd diferente (Kuiper et al., 1998).

Como hemos sefialado anteriormente, los estrégenos ejercen

acciones a través de la unién con receptores localizados en el interior del
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nucleo. El efecto final de la unién de la hormona con el receptor es la
transcripcion de RNA mensajero y por lo tanto, la sintesis proteica. Hoy se
sabe que entre estos dos extremos hay una serie de pasos intermedios que
explican por qué un compuesto esteroideo puede tener diferentes acciones
en diversos tejidos. Al unirse la hormona a su receptor se produce un
cambio importante en la conformacién espacial del mismo. A su vez, para
que se logre la accién, deberd formarse un dimero de complejos hormona-
receptor (ver figura 1.9). Este dimero se une a un péptido llamado proteina
adaptadora (represora o activadora) y todo este complejo se fijard al DNA
para iniciar la transcripcion. Si el esteroide que se ha unido al receptor es
diferente, la conformacién espacial que adquiera el complejo hormona -
receptor serd distinta y, por lo tanto, se unird a otra proteina adaptadora; el
resultado es que se fijard de manera diferente al DNA de modo que la
accion bioldgica resultante no serd la misma.

En los ultimos afios se ha descrito otro tipo de receptores,
denominados “receptores relacionados con el receptor de estrogenos”, de los
cuales se han localizado dos isoformas en el cerebro de rata. Se denominan
receptores v y forman parte de la superfamilia de receptores nucleares. Se
expresan especialmente durante el desarrollo prenatal. La expresion de estos
receptores podria estar relacionada con las diferencias que se observan en el
desarrollo de areas especificas del sistema nervioso central entre ambos

SEXO0S.

1.6.5.1.2. Receptores estrogénicos de membrana
Algunos de los efectos que ejercen los estrogenos sobre el aparato

cardiovascular y sobre la activacion del sistema nervioso son muy rdpidos y
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no pueden ser explicados por su accién a través de receptores nucleares. Se
ha postulado que existe otra via por la cual pueden actuar los estrogenos, la
"no gendmica"; en este caso la presencia de canales de calcio en la
superficie celular medi6 el efecto de los estrogenos (Lobaton et al., 2005,
Chaban et al., 2004).

El modo de accién “no-gendémico” del estrogeno y en general de
todas las hormonas esteroideas es pues un proceso rdpido, que ocurre en
unos pocos segundos o minutos y no requiere de los procesos de
transcripcion y sintesis de nuevas proteinas, para poder producir su efecto
primario, por esta razén debe ser mediado por un receptor localizado en la
membrana. Entre estos efectos rdpidos se encuentran flujos de iones,
desencadenamiento de potenciales de accidén, descarga de vesiculas
secretoras 0 activacion de proteinas kinasas asociadas a la membrana, todos
estos procesos ocurren en unos pocos segundos o minutos (Nemere and
Farach-Carson, 1998, Watson et al., 1999, Schmidt et al., 2000).

Este fenémeno de respuesta fisioldgica rapida ante un esteroide fue
descrito por primera vez en 1942, cuando el Dr. Hans Seyle observd en
pacientes efectos anestésicos casi inmediatos después de la administracién
de progesterona. En 1967, Szego y Davis describieron por primera vez la
idea de que el estrogeno podia inducir efectos rapidos, “no-gendémicos”, al
demostrar el aumento en la produccién de AMP ciclico (cAMP) in vivo,
pocos segundos después del tratamiento con estradiol (Szego and Davis,
1967). En 1977 Pietras y Szego demostraron la presencia de sitios
especificos de union a estrégeno en la superficie de células endometriales y
mds tarde lograron purificar receptores de estrégeno de membranas

celulares provenientes de hepatocitos (Pietras and Szego, 1977, Pietras and
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Szego, 1979, Pietras and Szego, 1980). Sin embargo, a pesar que estos
efectos rapidos mediados por esteroides fueron descritos hace ya algiin
tiempo, la mayor atencidn en los dltimos 30 afios ha sido dedicada a estudiar
los efectos gendmicos mediados por estos receptores, parte de esto se debe
al hecho de no haberse podido aislar hasta el momento y de esta manera
caracterizar tanto estructural como funcionalmente estos receptores de
membrana que median los efectos rdpidos debidos a hormonas esteroideas.
Hasta el momento, utilizando diferentes procedimientos se ha
demostrado la presencia de receptores estrogénicos de membrana (REm) en
distintos tejidos y lineas celulares. En la bibliografia existen trabajos
publicados, utilizando E2-BSA-FITC (17B-estradiol acoplado a albtimina y
a fluoresceina), un compuesto impermeable, incapaz de penetrar la
membrana, que demuestran la presencia de receptores de membrana
estrogénicos en una linea celular de adenocarcinoma de mama, MCF-7 (ver

figura 1.10) (Berthois et al., 1986, Marquez and Pietras, 2001).

Figura 1.10. Receptor de estrégeno de membrana en células MCF-7
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También, utilizando el mismo compuesto se demostrd la presencia
de REm en células endoteliales (Russell et al., 2000) y en células CHO
(células de ovario de Hamster) transfectadas con el gen del RE-f o RE
nuclear (Razandi et al., 1999) lo que sugirié que el REm podria originarse
del mismo gen del receptor nuclear, sin embargo no se describié en este
estudio por medio de cudles mecanismos o modificaciones el receptor es

dirigido hacia la membrana (Razandi et al., 1999).

Asi, la denominacién de “no gendémica” para nombrar los efectos
que ejercen los estrogenos es poco apropiada. De ahi que aparezca el
término ‘“‘acciones esteroideas iniciadas en la membrana”, ya que la idea
principal es que estas acciones son generadas en a partir de segundos
mensajeros y kinasas que estdn, fundamentalmente, organizados en la

membrana celular (Vasudevan and Pfaff, 2007).

El estrogeno es la hormona esteroide mejor estudiada resepcto a sus
efectos “no gendmicos”, y estd descrito que los receptores implicados en
dichos efectos serian los receptores clasicos (REa y RE), de los que entre
un 5-10% se localizarian en la membrana asociados a caveolas y que,
también, podrian encontrarse como formas truncadas (Razandi et al., 2002,
Pedram et al., 2006b, Pedram et al., 2006a).

Sin embargo, hay bastantes estudios que asocian el “receptor
huérfano acoplado a proteina G” (GPR30) a los rdpidos efectos de los
estrogenos (Filardo et al., 2000, Revankar et al., 2005), existiendo la
controversia de si funcionaria independientemente o en colaboracién con los

receptores clasicos (figuras 1.11 y 1.12).

62




1. INTRODUCCION

Estmgen
3 q::E G protein GPRED
degradation 5”3 5”3 d&s&nsmzm{m
E GF R
Rapid "
nongenomic — cat cAMFE
signaling
ER
| MAPKs Pl3Ks
ER-P CREB
— coact
comp Elk-1 SF-1
LRH-1
Long-term Coct
genomic —| comp
signaling mrap
ERE CRE

L Transcription

Figura 1.11. Mecanismo de las vias de sefalizacion genémica y “no genémica”

mediada por estrogenos a través de los receptores de estrogenos clasicos y del

GPR30 (tomada de Prossnitz et al., 2008).

Los estrogenos pueden activar directamente los ER cldsicos que,
junto con coactivadores y correpresores (coact, corep), regulan directamente
los acontecimientos de la transcripciéon. Tanto los ER como el GPR30
pueden activar multiples vias celulares quinasa que pueden conducir a la
fosforilacién de los ER, alterando las interacciones de los ER con
coreguladores. La activaciéon de las proteinas quinasas activadas por
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mitégenos (MAPK) y las fosfatidilnositol 3-kinasas (PI3Ks) también da
lugar a la fosforilacion y la activacion de factores de transcripciéon (por
ejemplo, Elk-1 y MER). La produccién de PIP3 por PI3K también puede
conducir a la activacién de otros miembros de la familia de receptores
nucleares (por ejemplo, factor esteroidogénico 1 (SF-1) y el receptor
homologo del higado 1 (LRH-1).

Es probable que, tanto los ER como el GPR30, estén también sujetos
a procesos de regulaciéon. La unién del ligando a un ER inicia la
degradacion final de la proteina, mientras que la mayoria de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR) estdn sujetos a los mecanismos de
desensibilizacién. Todas las vias han demostrado el potencial de interactuar,
ya sea positiva o negativamente, lo que lleva a altos niveles de complejidad;
la salida final depende de la dotacion de sefializacion de los componentes
presentes en una célula dada. Ademas de los estrégenos, los ligandos para
otros receptores de esteroides, los receptores del factor de crecimiento, y
GPCRs son capaces de alimentar a las vias de sefializacién que aparecen en

la figura anterior, asi como otras vias reguladoras que no son mostradas.
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Figura 1.12. Mecanismo de la via de sefializacion mediada por estrégenos del
GPR30 (tomada de Prossnitz et al., 2008).

El estr6geno es libremente permeable en la célula, con acceso a los
receptores estrogénicos intracelulares (ER y GPR30). En las células capaces
de expresar en su superficie celular el GPR30 o ER, el estrégeno no tendria
que cruzar la membrana plasmética. La unién del estrégeno al cldasico ER
conduce a la activacion transcripcional directa, asi como eventos de
transduccion de sefiales. Tras la unién agonista, GPR30 activa las proteinas

G heterotriméricas, que a su vez pueden activar efectores multiples,
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incluyendo la adenilato ciclasa (que resulta en la produccién de AMPc), Src,
y la esfingosina quinasa (SphK). Las ultimas dos vias parecen estar
implicadas en la activacién de las metaloproteinasas de matriz (MMP), que
desdoblan a favor de HB-EGF, liberando HB-EGF libre, que luego puede
transactivar receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). La
activacion del EGFR da lugar a multiples acontecimientos posteriores,
incluida la activaciéon de fosfolipasa C (PLC), MAPKs y PI3K. La
activaciéon de PLC conduce a la movilizacién del calcio intracelular a través
de las acciones del inositol trifosfato (IP3). La activacion de las MAPKs y
de PI3K resulta en la activacién de una serie de vias citosolicas, asi como la
activacion de las proteinas nucleares que son ellas mismas o que regulan
factores de transcripcion. Por lo tanto, la estimulacion estrogénica puede dar
lugar a la transcripcidon de genes cuyos promotores no contienen elementos
de respuesta esteroideos. Los efectos combinados de estas sefales
citosdlicas y eventos de transcripcién nuclear a menudo resultan en la

proliferacion celular (Prossnitz et al., 2008).

1.6.6. Accion de los estrogenos sobre las mitocondrias

El estradiol desencadena numerosos efectos sobre la mitocondria,
mediados tanto por receptores estrogénicos gendémicos como de membrana
(Nilsen et al., 2006). Como se cité en dicho apartado, parece ser que el
estradiol y sus receptores estdn directamente implicados en la conservacion
y regulacién de la estructura de la mitocondria y de la cadena de transporte

mitocondrial.
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1.6.6.1 Localizacion de receptores estrogénicos en la mitocondria

Recientes estudios demuestran la existencia de la unién de
estrogenos a proteinas mitocondriales (Chen et al., 2004b, Chen et al.,
2004a). Moats y Ramirez investigando la estereoespecificidad de unién de
estrogenos en uteros de ratas, mediante fraccionamientos celulares,
comprobaron que la fraccién subcelular de las mitocondrias contenia
estrogenos unidos (Moats and Ramirez, 2000).

Ademas, Grossman (Grossman and Traish, 1992) corrobord los
mismos resultados, encontrando la presencia de proteinas unidas a
estrogenos (BEPs) dentro de las mitocondrias de células acinares
pancredticas 'y vieron c¢émo un anticuerpo anti-BPS reacciond
especificamente con una doble banda de proteinas de 66 y 64 KD, similar a
los receptores estrogénicos alfa y beta. Ese parecido entre los receptores
estrogénicos y las BEPs sugieren la existencia en la mitocondria de unas
proteinas que se comportarian como los cldsicos receptores estrogénicos.

Otra demostracion de la presencia de receptores estrogénicos en la
mitocondria fue realizada por Chen y cols. mediante técnicas de
fraccionamiento subcelular y western blott demostraron la presencia de
éstos y mediante inmunohistoquimica y microscopia confocal localizaron
los receptores en la matriz mitocondrial (Chen et al., 2004b, Chen et al.,
2004a).

Ademas, se ha demostrado la existencia en otros tipos celulares,
como en neuronas, células murinas del hipocampo y en clulas de corazén
humano, confirmando que se encuentran entre 50 y 65 kD de peso

molecular (Yang et al., 2004).
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Hasta la fecha no se conocen efectos directos del E, sobre la
estructura y funcién de las mitocondrias, sin embargo si que hay evidencias
que sugieren que el estradiol actia de forma directa sobre las mitocondrias.

Estudios en ratones knock-out del REbeta muestran disfunciones en
los canales de iones K* voltaje dependientes de Ca®* y anomalias en la
contraccion vascular (Korte et al., 2005). Existen asimismo evidencias en
las que se relaciona efectos sobre la cadena de transporte mitocondrial
(Chen et al., 2005a; Borras et al., 2010).

Segutn los datos existentes en la bibliografia podemos concluir que
existen unas proteinas presentes en las mitocondrias con capacidad de unirse
especificamente a compuestos estrogénicos. Estas tendrian acciones directas

y rapidas sobre funciones mitocondriales.

1.6.7. Propiedades antioxidantes de los estrogenos

Uno de los primeros trabajos que relaciona el estradiol directamente
como una molécula con actividad antioxidante se public6 en 1993 (Ruiz-
Larrea et al., 1993), los resultados mostraron una disminucién, causada por
el estradiol, de la lipoperoxidacién en microsomas hepaticos de rata.

Sin embargo, estudios aun anteriores a este muestran diferentes
actividades en enzimas relacionadas con el estrés oxidativo. Concretamente,
Pinto y Bartley (Pinto and Bartley, 1969) vieron como las actividades de
glutation peroxidasa y glutation reductasa eran distintas entre ratas de
distinto sexo.

Ademads, segin Deroo et al. (Deroo et al., 2004) el estradiol regula la
expresion de ciertas tioredoxinas, enzimas que juegan un importante papel

en la proteccion contra el estrés oxidativo, en la regulacion de la actividad
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de factores de trascripcion y proliferacion. Esta regulacion fue mediada por
receptores estrogénicos alfa. También, en determinados érganos como el
cerebro, se ha comprobado la proteccién de los estrégenos frente a dafios
causados por el estrés oxidativo (Behl et al., 1997). La siguiente tabla (tabla

1.4) muestra algunas de las publicaciones mas relevantes en este tema.

Efecto del 17B-estradiol Referencia

Efecto favorable sobre la lipoperoxidacién en microsomas de (Ruiz-Larrea et al., 1993) (J Biochem)

higado de ratas

Aumento de la actividad de la glutatién peroxidasa en eritrocitos (Massafra et al., 1996) (Gyneco Endocrinol)

Efecto antioxidante in vivo e in vitro Ayres (Ayres et al., 1996) (J Lab Clin Med)

Proteccion neuronal Dulzen (Dluzen and McDermott, 2004)
(Brain research)

Proteccion frente a la oxidacion de las LDL Shwaery (Shwaery et al., 1997) (Circulation)

Regulacion de tioredoxinas (Deroo et al., 2004) (Endocrinology)

Tabla 1.4. Efecto antioxidante del estradiol

Mas recientemente, nuestro grupo ha demostrado que los estrogenos
no son antioxidantes fisiolégicamente por su estructura quimica fendlica,
porque sus bajas concentraciones fisiologicas no explican este efecto, sino
que actian mediante la induccidon de la expresion de genes antioxidantes: la
Mn-SOD y la GPx. Ademds, se ha observado que el mecanismo por el cual
inducen la expresion de estas enzimas es mediante la activaciéon de
receptores estrogénicos, que activan a su vez las vias de sefializacion de las

MAPK y de NFkB (Borras et al., 2005).
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1.7. EFECTOS BENEFICIOSOS Y PERJUDICIALES DE
LA TERAPEUTICA HORMONAL SUSTITUTIVA.

1.7.1. Terapéutica hormonal sustitutiva

La menopausia es un periodo natural en el envejecimiento de la
mujer. En €I, debido al cese de la funcién ovdrica, el cuerpo deja poco a
poco de producir 6vulos y hormonas sexuales femeninas (entre ellas
estrogenos y progesterona), que son las encargadas de regular el ciclo
menstrual. La carencia de estrégenos hace que aumente el riesgo de
enfermedades de gran importancia con respecto a la premenopausia, entre
ellas la osteoporosis y las enfermedades relacionadas con el sistema
cardiovascular, nervioso central, etc.

Para contrarrestar el descenso natural de estrégenos y asi prevenir
los problemas asociados a él, durante la menopausia se prescriben terapias
hormonales sustitutivas, por via oral o subcutdnea (a modo de parches), asi
como tratamientos basados en sustancias que modulan el receptor de

estrégeno.

1.7.2. La doble cara de los estrogenos: efectos

beneficiosos y perjudiciales

La figura 1.13 resume los efectos de los estrégenos sobre la mayoria
de los tejidos sobre los que actia.

Multiples  estudios demuestran el impacto negativo del
hipoestrogenismo sobre distintos érganos y tejidos y a su vez demuestran el
efecto beneficioso del reemplazo hormonal.

Los beneficios de la terapia hormonal sustitutiva (THS) son bien
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documentados y pueden considerarse a corto, medio y largo plazo. A corto
plazo la accién de la terapia de reemplazo se hace notoria en la disminucién
de los sintomas vasomotores (sofocos) y en el control de los trastornos de la
menstruacion, mejoras a nivel urogenital y en la funcién sexual.

A medio plazo se encuentra disminucion de la pérdida de la masa
Osea y mejoria de la relacion del colesterol HDL/LDL lo cual se traduce a
largo plazo en disminucion del riesgo de fracturas y de padecer enfermedad
cardiovascular. También se ha documentado su utilidad como preventivo de
la enfermedad de Alzheimer y el cancer de colon.

Varios estudios prospectivos han demostrado que la THS aumenta la
esperanza de vida, se ha estudiado que el riesgo de la mortalidad por
diversas causas en usuarias de terapia de reemplazo se reduce en un 20 a

50% en comparacion con aquellas que no la reciben.

La terapia hormonal persigue los siguientes objetivos:

1- Tratar los sintomas vasomotores.

2- Evitar o revertir la atrofia urogenital y de piel.

3- Tratar y prevenir los sintomas de la esfera psiquica atribuibles al
hipoestrogenismo.

4- Mejorar la disfuncion sexual.

5- Prevenir la pérdida acelerada de masa dsea, reducir el riesgo de
fracturas y osteoporosis.

6- Disminuir la morbimortalidad cardiovascular (prevencion

primaria y secundaria).
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Al cumplir estos objetivos se estarfa interviniendo en conseguir
mejor calidad de vida. Asi pues, la THS representa de verdad la primera
intervencion humana exitosa que modifica favorablemente el proceso
fisiolégico del envejecimiento.

Hemos sefialado algunos de los efectos beneficiosos de los
estrogenos a diferentes niveles. No obstante, como puede observarse en la
figura 1.13, los estrégenos también ejercen algunos efectos no deseables en

el organismo.
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Figura 1.13. Efectos beneficiosos y perjudiciales de los estrégenos
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Los efectos desfavorables de los estrogenos son relativamente pocos,

se pueden agrupar asi:

Efectos sobre la coagulacién: aumento de factores VII y X,
aumento del fibrin6geno, disminucién de la antitrombina III,
y aumento de agregacion plaquetaria, dichos fendmenos
traerian un mayor aumento de la enfermedad trombo-
embolica. Las pacientes con antecedentes de enfermedad
trombo-embdlica tendrian una contraindicacién para uso de
estrégenos, aunque existen estudios contradictorios al
respecto.

Efecto sobre el sistema renina/angiotensina, los cuales
causarian un discreto aumento de la hipertension.

Efecto mineralocorticoide asociado con retencion hidrica y
aumento de peso. Al normalizarse el equilibrio hidrosalino se
normaliza el peso ganado. Los estrégenos vuelven la mujer
mads activa y rapidamente el peso vuelve a lo normal.

Efecto oncogénico (riesgo de cdncer endometrial y cancer de
mama). En este sentido cabe destacar el estudio publicado en
JAMA “Principal Results From the Women's Health
Initiative Randomized Controlled Trial”, en el que concluyen
que los riesgos de la terapia hormonal sustitutiva exceden a
los beneficios de la misma en mujeres postmenopausicas, si
bien es de destacar, que la terapia hormonal sustitutiva suele
incluir ademds de estrogenos, progesterona (Rossouw et al.,

2002).
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Existen otras desventajas menos frecuentes que reajustando la dosis
y controlando otros factores pueden volverse insignificantes:

- Hemorragias uterinas: es la mds frecuente, aparece habitualmente
en el periodo de descamacion del tratamiento ciclico y mds raramente
durante el curso del mismo. La intensidad de la hemorragia disminuye al
avanzar la edad y disminuye con el uso de la terapia continua.

- Aumento en la frecuencia de la histerectomia: se ha calculado una
frecuencia mayor de histerectomia en mujeres con terapia frente a mujeres
postmenopdusicas sin terapia.

- Colelitiasis: Estudios recientes no han demostrado aumento en
incidencia de colelitiasis. Se ha dicho que los estrégenos se eliminan por la
bilis, lo que unido a cierto grado de colestasis puede predisponer a litiasis.

Sin embargo, los efectos de estas terapias son controvertidos, ya que
no existen conclusiones definitivas sobre su utilidad. Desde 2002, tras la
publicacién del estudio comentado anteriormente, estd aumentando la duda
de si los riesgos asociados a a la terapia hormonal sustitutiva exceden a los
beneficios (Rossouw et al., 2002). Asi, muy recientemente, se ha publicado
otro articulo en el que se informa de los riesgos y beneficios para la salud 3
aflos después de la suspension de aquel estudio del tratamiento con
estrogenos mds progesterona vs placebo por dicho motivo (Heiss et al.,

2008).
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1.7.3. SERMs: moduladores selectivos del receptor de

estréogeno

En el tratamiento de los sintomas asociados con la menopausia se
han utilizado medicinas que contienen estrogenos desde hace mas de 50
afos. Actualmente, es sorprendente que a pesar de los beneficios que ofrece
la terapia hormonal sustitutiva, es relativamente bajo el nimero de mujeres
que inicia esta terapia y la que la inicia, usualmente no permanece en ella
por mas de un afio, esto es en gran parte debido a que los estrégenos
incrementan significativamente el riesgo a desarrollar cancer de mama y
utero.

En consecuencia, nacid la necesidad de crear drogas que conserven
la funcién beneficiosa del estrégeno en los sistemas cardiovascular,
nervioso y hueso, pero sin la funcién negativa que ejercen sobre la mama y
utero, a estos compuestos se les llamé SERMS (Selective Estrogen Receptor
Modulators) o moduladores selectivos de los receptores de estrogeno. El
entendimiento de las bases moleculares del funcionamiento de los
receptores esteroideos, en este caso del receptor de estrégeno, fue lo que
permitié el desarrollo de este concepto. Desdichadamente no se ha
encontrado el SERM ideal, pero algunos estin siendo utilizados actualmente
para el tratamiento de distintas patologias tales como el cdncer de mama y la
0Steoporosis.

- Tamoxifeno: Es utilizado actualmente como tratamiento hormonal
del cancer de mama, es el SERM mds conocido y estudiado. Fue
descubierto hace 40 afios en un momento en que no se conocia la
posibilidad que algiin quimico o droga podia tener una funcién estrogénica

en un tejido y antiestrogénica en otro, el concepto de SERM no existia ya
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que las bases moleculares de accién de los receptores esteroideos o de este

tipo de drogas todavia no habian sido definidas.

El tamoxifeno, al igual que la mayoria de los SERMs, ejerce su

accion primariamente al competir con el estradiol en la unién al RE y alterar

su conformacioén (ver figura 1.14).

In vitro, causa estancamiento de células de cdncer de mama que
expresan RE, en la fase G1 del ciclo celular (Sutherland et al.,
1983) y disminuye los niveles de la ciclina D1 (Watts et al.,
1994). También, disminuye la expresion del factor de
crecimiento tumoral transformante (TGF-o) y aumenta la
expresion de TGF-al y TGF-02 (Salomon et al., 1999). En la
linea celular de cancer de mama MCF-7, el tamoxifeno inhibe la
fosforilacion del receptor de crecimiento del factor semejante a
la insulina (Insuline-like growth factor receptor) 1GF-1
(Guvakova and Surmacz, 1997), pero en una linea celular
endometrial (Ishikawa et al., 1986) produce el efecto contrario,
es decir, induce la fosforilaciéon del receptor, actuando de
manera similar al estrégeno (Kleinman et al., 1996).

In vivo, inhibe el crecimiento de tumores de células MCF-7
implantados en ratones y previene el desarrollo de tumores
mamarios en los modelos de ratones NMU y DMBA (Gottardis
and Jordan, 1987, Jordan et al., 1987). Similar al estradiol, en el
utero, estimula la sintesis de IGF-I y del factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF) (Huynh et al., 1993, Hyder et al.,
1996).
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Figura 1.14. Mecanismo de accion del Tamoxifeno

El uso clinico del tamoxifeno ha demostrado ser efectivo en el
tratamiento de tumores de mama que expresan RE (aproximadamente el 60-
70% de los tumores al momento del diagndstico) y si es tomada durante 5
afios consecutivos previene la aparicion de recurrencia del céncer en un
42%.

Ademas esta droga fue aprobada recientemente para la prevencion
primaria de la aparicién de cancer de mama. Estudios clinicos demostraron
que 20 mg de tamoxifeno diarios reducen en un 49% a 55% la incidencia de
cancer de mama.

Entre los efectos secundarios del tamoxifeno al que mayor
importancia se le ha dado es el aumento en la incidencia de cancer

endometrial, debido al efecto agonista, tipo estrégeno que tiene el
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tamoxifeno en el ttero (Fisher et al., 1999). Otros efectos son los sofocos,
polipos endometriales, quistes, procesos tromboembdlicos, etc. A pesar de
los efectos secundarios de esta droga, entre ellos el mds importante ha sido
el del riesgo a desarrollar cancer de utero, la Agencia Internacional de
Investigacion en Céncer (perteneciente a la OMS) recomend6 que las
mujeres recibiendo tamoxifeno no deben parar su tratamiento por este efecto
secundario, ya que los beneficios en la sobrevida que esta droga ofrece son
mucho mayores al riesgo a desarrollar cincer de endometrio.

Por esta razon, esta droga ha sido utilizada exitosamente por mds de
20 afios en el tratamiento del cdncer de mama, y aunque ha existido la
preocupacion de disefar otras drogas mucho més selectivas sin estos efectos
negativos, hasta el momento no se ha aprobado ninguna que pueda
sustituirla.

Raloxifeno: Esta droga comenzé a ser estudiada cuando se
descubrieron los efectos no deseados del tamoxifeno, surgié la necesidad de
utilizar otros moduladores selectivos que no tuvieran estos efectos
negativos. El raloxifeno fue aprobado hace unos pocos afos para el
tratamiento de la osteoporosis por el efecto que ejerce en el mantenimiento
de la densidad 6sea en mujeres postmenopdusicas. Esta droga tiene efecto
en la mama antiestrogénico también, pero sin el efecto estrogénico sobre el
utero. Asi como el tamoxifeno, disminuye la sintesis de LDL, sin afectar la
de HDL y no tiene efectos negativos sobre la memoria.

- Fitoestrogenos: son compuestos de origen vegetal con actividad
estrogénica. Hoy en dia, es aconsejable su administracion como terapia
hormonal sustitutiva en la menopausia, debido a su inocuidad. Ademads, se

han encontrado otras actividades entre las que cabe destacar, debido a la
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relaciéon con el presente trabajo, su actividad antioxidante (Borras et al.,

2006).

1.8. INICIO DE LA TERAPIA SUSTITUTIVA CON
ESTROGENOS: HIPOTESIS DEL TIEMPO CRITICO
(“CRITICAL TIME”).

Existen muchos estudios que relacionan el consumo cerebral de
glucosa con diversas enfermedades relacionadas con el envejecimiento,
especialmente la enfermedad de Alzheimer (Small et al., 2006b, de Leon et
al., 2007).

Por ese motivo, se han realizado varios estudios evaluando los
efectos que podria tener la reposicion con estrogenos en mujeres
postmenopdusicas y la incidencia o no, sobre todo, en demencia o
enfermedad de Alzheimer (Eberling et al., 2000, Eberling et al., 2003,
Rasgon et al., 2005, Rasgon et al., 2001, Ohkura et al., 1995, Resnick et al.,
1998, Waring et al., 1999, Schonknecht et al., 2003, Maki and Resnick,
2000).

En este sentido, el estudio de Rasgon (Rasgon et al., 2005)
concluyen que los estrogenos preservan el metabolismo cerebral de aquellas
regiones que se ven disminuidas en las fases tempranas y mds avanzadas de
la enfermedad de Alzheimer, protegiendo también el descenso que hay en
las mujeres postmenopdusicas, especialmente en la corteza cingulada

posterior.
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Recientemente, se ha publicado un estudio sobre el efecto a corto
plazo del cese de la funcién hormonal en animales de mediana edad con o
sin terapéutica hormonal con estrégenos y la capacidad de regular los
niveles proteicos de acetiltransferasa en el hipocampo y corteza prefrontal
en ratas (Bohacek et al., 2008).

En €l se recuerda que el papel que juega la reposicidn con estrégenos
en la prevencion o retrasos de los cambios en el envejecimiento y en la
enfermedad de Alzheimer es controvertido. Sin embargo, como se aboga en
el anterior estudio (Bohacek et al., 2008), son varios grupos de investigacion
los que creemos que su éxito puede depender, criticamente, del tiempo de
inicio del tratamiento una vez se produce la menopausia (Resnick and
Henderson, 2002, Maki, 2006b, Maki, 2006a, Sherwin, 2007), lo que se ha

denominado como “Hipétesis del Tiempo Critico” (Critical Time).

1.9. CONSUMO CEREBRAL DE GLUCOSA IN VIVO.

1.9.1. Tomografia por emision de positrones.

Generalidades

La Tomografia por Emision de Positrones (PET) es una técnica de
Medicina Nuclear con caracteristicas claramente diferenciadas respecto a
otros métodos de diagndstico por la imagen. La informacién que
proporciona la PET es de tipo molecular, constituyendo un perfecto
complemento de otras técnicas de imagen, tanto funcionales (SPECT, Single
Photon Emission Computed Tomography) como morfoanatémicas (RMN,

TAC, RX convencional, etc.). Al poder incorporar trazadores a cualquier
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sustrato bioldgico permite estudiar y cuantificar regionalmente fenémenos
bioldgicos, fisioldgicos, bioquimicos y farmacolégicos, de forma inocua en
la préctica clinica habitual.

Sus principales indicaciones tienen su ambito dentro de la oncologia
(Chen et al., 2005b), la neurologia (Kepe et al., 2006) y la cardiologia
(Goodman et al.,, 1981, Schelbert et al.,, 1982), aunque se estd
incrementando su uso en investigacion y desarrollo de nuevos farmacos,
genética, etc. (Gambhir et al., 1998).

En la fisiopatologia de todas las enfermedades, las alteraciones
metabdlicas son mds precoces que los cambios anatémicos, por lo que
disciplinas como la biologia molecular y los métodos de imagen metabdlica
(entre los que se incluye la PET), deben indicar la presencia de
determinadas enfermedades con mds precocidad que las técnicas de estudio
anatomicas, como la tomografia axial computerizada (TAC) o la resonancia
magnética (RM) (Gamez C and Cantero M, 2000).

La PET utiliza moléculas marcadas con isétopos radioactivos,
administradas a pacientes en vivo para su posterior deteccion externa,
representando en imdagenes la distribucion corporal de dichas moléculas.
Este mismo principio es aplicado, igualmente, en equipos disefados

especificamente para animales de investigacion.

1.9.2. Evolucion histérica de la tomografia por emision

de positrones

El desarrollo de la PET ha estado marcado por importantes avances

tecnoldgicos, algunos de los cuales mencionamos a continuacién (Nutt,
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2002). La primera aplicacion médica usando el fundamento de la PET
estaba relacionada con la deteccion de tumores cerebrales y fue descrita por
dos autores diferentes durante el afio 1951 (Sweet, 1951, Wrenn et al.,
1951). En 1973, en el Brookhaven National Laboratory se construye el
primer tomégrafo de anillo (Robertson, 2005), el cual disponia de 32
detectores.

A finales de 1974, Phelps y Hoffman de la Universidad de
Washington construyen el primer tomégrafo PET para estudios con
humanos (figura 1.15), el cual disponia de 48 detectores de Nal(Tl)
distribuidos hexagonalmente, y fue denominado PET III (Phelps et al.,
1975).

Figura 1.15. Primer tomégrafo PET para estudios con humanos (Phelps et al.,
1975)

El primer tomégrafo PET comercial fue desarrollado por EG&G
ORTEC en colaboracion con Phelps y Hoffman, fue denominado ECAT II
(Emisién Computed Axial Tomograph), y disponia de 96 detectores de

Nal(Tl). Otro avance tecnolégico importante ocurrié en 1975 cuando Nester
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y Huang caracterizaron las propiedades como centelleador del Oxido de
Germanato de Bismuto (BGO) (Nester OH and Huang CY, 1975). El
material usado como detector de los fotones gamma de 511 KeV generados
en la aniquilacién del positrén es un factor clave que afecta a la sensibilidad
y la resoluciéon de la imagen obtenida con PET. Hasta entonces, el unico
material utilizado era el Nal(Tl), el cual presentaba una serie de
inconvenientes como su naturaleza higroscOpica, y su baja densidad y
nimero atémico efectivo, lo que limitaba la eficiencia para la deteccién de
los fotones gamma de alta energia que se generan en la PET.

El siguiente avance importante ocurrié en 1978 cuando el grupo de

Wolf y Fowler del Brookhaven National Laboratory describié primera

sintesis del trazador 2—[1SF]—ﬂuoro—2—desoxi—D-glucosa (FDG) (Ido et al.,
1978), radiofarmaco con el que se realizan en la actualidad la mayoria de
estudios PET. La primera imagen de PET con FDG fue obtenida por Phelps
y col. (Phelps et al., 1979). M4s tarde, Hamacher y cols. del Institut fiir
Nuklearchemie de Jiilich en Alemania, desarrollaron un nuevo método de
sintesis para la FDG mediante una reaccién de sustitucién nucleofilica
(Hamacher et al., 1986), que es el método de eleccion en la actualidad.

Entre 1984 y 1985 aparecié otro avance tecnoldgico importante
relacionado con la obtencién de las imdgenes en los tomdgrafos, que fue el
detector de bloque. Esto permitié la creacién de tomoégrafos PET con una
alta resolucion y eficiencia a un coste reducido. Este primer bloque contenia
32 cristales del centelleador BGO para 4 fotomultiplicadores (Cassey M and
Nutt R, 1986). En la actualidad, los tomo6grafos disponen de 144 cristales

por fotomultiplicador.
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Entre 1984 y 1986 ocurrieron varios acontecimientos importantes.
Por un lado, la creacién del primer mini-ciclotron para uso médico: el RDS
(Radiopharmaceutical Delivery System).

Ademads, se desarrollo el primer “target” de alto rendimiento en
miniatura (el “target” es el espacio dentro del ciclotron donde ocurre la
reaccion nuclear generadora del radioisétopo). Finalmente, el grupo de
Barrio desarroll6 el primer médulo de sintesis quimica automatizado para
FDG y otros trazadores (Padgett et al., 1989).

Entre los avances mds recientes destacan la aparicién de un nuevo
material centelleador, el oxiortosilicato de lutecio (LSO), que presenta
mejores propiedades para la deteccion de la radiacion gamma de 511 KeV
que el BGO. Por ultimo, la aparicion de modernos equipos PET/CT que
combinan la excelente resoluciéon y el gran detalle anatémico de la
Tomografia Axial Computerizada (TAC) con la imagen funcional y
metabdlica del PET han dado un nuevo impulso a la PET.

Actualmente, se estd investigando la creacién de equipos hibridos de
PET/RM (figura 1.16) en animales de investigacion para aprovechar la
mejor y mayor informacién que proporciona la RM respecto al CT (Pichler

et al., 2008, Catana et al., 2008, Judenhofer et al., 2008).
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Figura 1.16. Estudio PET-RM in vivo. (a) Imagen PET de ratén C57BL/6
injectado con 11C-d-threo-methylphenidate. (b) Imagen de resonancia
magnética (RM) usando una secuencia 3D TSE. (c) Imagenes fusionadas de la

captacion del trazador y la morfologia (tomado de Judenhofer et al., 2008).

1.9.3. Radionucleidos emisores de positrones

Los isétopos utilizados en PET son emisores de positrones (B,
antimateria del electrén o electrén positivo). Estos, tras un breve recorrido
en la materia se aniquilan al combinarse con un electron negativo de la

misma. La pequefia masa de ambos se convierte en energia electromagnética
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en forma de un par de fotones emitidos en la misma direccién y sentido

contrario (figura 1.17).

A
ISOTOPO RANGO MAXIMO DEL POSITRON (mm)
I3 2.6
¢ 3.8
%Ga 9.0
¥ Rb 16.5
B C
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|
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Figura 1.17. (A) Rangos de movimiento de los positrones segin el isétopo,

(B) emision de positrones y (C) esquema de aniquilacién positron-electron

La energia de estos fotones es siempre la misma (£511 KeV) si no se
ve atenuada al atravesar la masa corporal del sujeto o animal, por lo que los
sistemas de deteccion son idénticos para cualquier is6topo. La mayor parte

de los estudios PET se llevan a cabo con radiofarmacos marcados con
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1 13 15 18
emisores de positrones denominados “orgdnicos” ( C, N, Oy F), yde

18
estos el F es con diferencia el méds empleado. Las caracteristicas

particulares del dtomo de fldor hacen que su inclusién en moléculas
andlogas a las naturales haga de ellas verdaderos antimetabolitos. Estos
compuestos son incorporados por la célula debido a su analogia con el
sustrato natural, e inician las vias metabodlicas correspondientes, pero la
presencia del dtomo de fldor provoca de uno u otro modo un bloqueo
metabdlico que facilita el estudio diagndstico.

Todos ellos poseen un periodo fisico de semidesintegracién corto,

15 18
que oscila entre los 2 minutos del O y los 109.6 minutos del F (Pefiuelas,

2001) (ver tabla 1.5). Estos periodos tan cortos ofrecen ventajas desde el
punto de vista de la Proteccion Radioldgica, siendo sometidos los pacientes
y los animales a dosis de radiaciéon mads bajas que con otras técnicas
radioldgicas. El inconveniente que presentan, sin embargo, es que solo
pueden utilizarse en centros que dispongan de un ciclotrén de uso propio o

que esté muy proximo a él, especialmente disefiado para la produccién de

18
isétopos emisores de positrones (salvo el F que si puede transportarse a

otros centros satélites equipados con PET).
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ISOTOPO | Ty, EB* | Reaccién Nuclear
e 20.4 960 14N(p, 0 “C
BN |99 1198 ‘o, ) N
180 2.0 1732 14N(d, n) l5()
18p 109.6 634 180(p, n) ISF

Tabla 1.5. Radionucleidos emisores de positrones de aplicacion clinica mas
comiin. Se indican el periodo de semidesintegracion en minutos, la energia
maxima de emision del positron en KeV y las reacciones nucleares mas

habituales para la obtencién de los radionucleidos correspondientes.

18
La obtencién del F se realiza en un ciclotrén, a partir de un isétopo

estable mediante una reaccién nuclear. El marcaje se realiza habitualmente
mediante médulos automdticos situados en el interior de celdas calientes
plomadas. Debido a que los radiofirmacos PET son considerados
medicamentos, la produccién de radiofdrmacos PET se lleva a cabo en
laboratorios farmacéuticos sometidos a un estricto control por parte de las
autoridades sanitarias (RD 53/92 que aprueba el Reglamento sobre
Proteccién Sanitaria contra Radiaciones Ionizantes). Una vez marcadas las
moléculas son sometidas a un exhaustivo control de calidad radioquimico y
farmacéutico (esterilidad, ausencia de pirdgenos, etc.) (NCF, 1999) previo a
la administracién al paciente o animal (Ley 25/90 del Medicamento, RD
479/93 por el que se regula los medicamentos radiofarmacos de uso

humano, y Normas de Correcta Fabricacion).
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Con estos is6topos (que forman parte de la mayoria de las moléculas
mads abundantes en los medios biolégicos) se pueden marcar una multitud de
sustancias de interés en Investigacion y/o diagndstico clinico, sin modificar
su comportamiento. La molécula mds cominmente utilizada es la flior-2-

deoxi-D-glucosa (FDG) marcada con 18g,

1.9.4. Produccion de radiofarmacos PET: FDG

Actualmente, existen muchos radiofarmacos con aplicaciéon en PET,
ya que cualquier molécula marcada con un is6topo emisor de positrones

puede ser utilizada en este tipo de estudios (Pefiuelas, 2001).

1.9.4.1. Caracteristicas de los radiofarmacos

Para su aplicacion in vivo, las caracteristicas ideales que debe
presentar un radiofarmaco PET son (Pefiuelas, 2001):

- Facil penetracion en el tejido diana

- Baja absorcion inespecifica

- Elevada afinidad por su sitio de unioén

- Disociacion suficientemente lenta del lugar de unién como para
detectar dicha unién tras la eliminacion del compuesto unido
inespecificamente y del presente en el “pool” vascular.

- Metabolizacién escasa para facilitar el modelado matematico. La
PET permite estudiar, visualizar y cuantificar mauiltiples procesos
bioquimicos y fisiolégicos tales como el metabolismo glicidico (con FDG),
la tasa de sintesis proteica, la proliferacion celular, la actividad enzimética,
la tasa de consumo de oxigeno, el metabolismo beta-oxidativo, el pH

intracelular, el flujo sanguineo, la transmision de sefiales e incluso la
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expresion génica y su regulacion. Ademds, es posible analizar la densidad
de receptores de una zona concreta, la cinética de la unién receptor-ligando
o enzima-sustrato, la afinidad de un compuesto por un receptor
determinado, o el efecto de un farmaco en cualquiera de los procesos
fisiologicos previamente referidos.

Los radiofarmacos PET pueden clasificarse en tres grandes grupos
(Pefiuelas, 2001):

- Sustratos de vias metabdlicas (donde se encontraria la FDG)

- Ligandos que interactian selectivamente en un proceso de
neurotransmision

- Radiofarmacos para la medida del flujo sanguineo regional

1.9.4.2. Sintesis de FDG

Para realizar la sintesis de la FDG, se sigue una modificacion del
procedimiento descrito por Hamacher et al. (Hamacher et al., 1986), que
consiste en la sustitucién nucleofilica con transferencia de fase catalizada

del 1,3.,4,6-tetra-Oacetil-2-trifluorometanosulfonil-8-D-manopiranosa con

18
[ F] fluoruro. El fluoruro procedente del ciclotrén, se adsorbe sobre una

resina de intercambio anidnico y después se eluye con una disolucién de
carbonato de potasio que posteriormente se evapora a sequedad. Las
propiedades nucleofilicas del ["*F] fluoruro se potencian mediante la adicién
del catalizador de transferencia de fase Kryptofix 222 [4,7,13,16,21,24-

hexaoxa-1,10-diazabiciclo (8,8,8) hexacosano]. La hidrélisis en medio

18
alcalino del compuesto acetilado produce 2-[ F]fluoro-2-desoxi- D-glucosa

o FDG (figura 1.18.).
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Figura 1.18. Sintesis de FDG (Hamacher et al., 1986)

1.9.4.3. FDG como sustrato de vias metabdlicas

La FDG es sin duda el radiofirmaco PET mas importante. Esto se
debe no sélo a su aplicacién al estudio de patologias muy diversas, sino
también a sus caracteristicas metabdlicas y a la rapidez de su sintesis. El
fundamento metabdlico para el uso de la FDG es el siguiente (figura 1.19):

La FDG es un andlogo de la glucosa. La FDG se administra por via
intravenosa (en humanos y animales de investigacion) y/o intraperitoneal
(en animales).

Tanto la glucosa como la FDG atraviesan la barrera
hematoencefalica y entran ficilmente en las células empleando los
transportadores de glucosa. Tras su entrada, ambos compuestos inician la
via glicolitica siendo la FDG fosforilada a FDG-6-fosfato por la
hexoquinasa. La presencia del atomo de fldor, sustituyendo al grupo OH en
el carbono 2 de la molécula de glucosa, impide su isomerizacién a fructosa-
6-fosfato, por lo que la FDG no participa ni en la glucélisis ni en la sintesis
de glucégeno. Queda atrapada en el interior de la célula tras ese primer paso
de la glucolisis y la retencién de FDG-6-fosfato es proporcional al consumo

tisular de glucosa.
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Figura 1.19. Metabolismo de FDG y Glucosa

A pesar de la amplia utilizacién de la FDG como radiofdirmaco
principal en el estudio de la patologia tumoral, debe quedar claro que este
radiofarmaco no es un marcador de proliferacion celular, sino del
metabolismo glicidico. El acimulo de FDG en las células tumorales es
consecuencia de un incremento del metabolismo glicidico en éstas, debido a
tres factores:

- El incremento en el nimero de transportadores de membrana para
la glucosa (GLUT 1 a GLUT 9) (Aloj et al., 1999).

- El aumento de la actividad de varias enzimas de la via glicolitica
(Smith, 1998) (hexoquinasa, fosfofructoquinasa y piruvato deshidrogenasa).

- La degradacion de la glucosa en las células tumorales tiene lugar

mediante una via anaerdbica.
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Debe medirse la glucemia antes de la inyeccion de FDG. Ante
glucemias elevadas (> 160-180 mg/dL) se recomienda normalizar sus
niveles ya que la influencia de una concentracién sanguinea elevada de
insulina sobre el consumo cerebral de glucosa no tiene significado en los

estudios clinicos y con animales de investigacion.

1.9.5. Deteccion de la distribucion del radiofarmaco en

el organismo

Tras la inyeccién de la FDG, se obtienen las imdgenes tomograficas
de su distribucion orgénica utilizando, para ello, unos detectores especificos
o anillos. Este conjunto de anillos estan formados por multiples cristales de
centelleo, que llevan acoplados fotomultiplicadores para la conversion de la
luz del centelleo en un impulso eléctrico y su posterior amplificacion.

Los pacientes o animales de investigacion, tras un periodo de espera
variable que puede oscilar entre 20 y 120 minutos, son colocados en una
camilla situada en la linea que pasa por el centro de los anillos.
Posteriormente un ordenador reconstruye imdgenes tomograficas
(transversales, coronales, sagitales y oblicuas) a partir de los datos
recogidos. Estas imdgenes describen la distribucion tisular de la molécula

marcada, previamente administrada (en este caso, la FDG).

1.9.6. Evaluacion del metabolismo de la FDG

La evaluacién del metabolismo de la FDG en las imdgenes PET se
puede realizar mediante andlisis visual y mediante andlisis cuantitativo o
semicuantitativo (figura 1.20). El andlisis visual de las imdgenes es la
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técnica mds usada en la prictica clinica, si bien es necesario un
conocimiento del patrén normal de captacion y sus variantes, asi como las
posibles fuentes de error. En otras ocasiones y, especialmente en el caso de
los tumores y las investigaciones con animales, es mds especifico el andlisis

semicuantitativo.

Figura 1.20- Estudio cerebral con 18-FDG en humanos (tomado de

www.petfocuscan.com. Instituto PET Dr. Carreras).

En el caos de imdgenes PET se dispone de muchos métodos de
cuantificacion, desde los sencillos Standard Uptake Value (SUV) hasta los
complicados modelos farmacocinéticos. Sin embargo, la cuantificacién de
PET no siempre constituye un paso imprescindible, aunque a menudo se da
mayor credibilidad a los resultados si van acompaiados de pardametros
numéricos.

En el ambito de la investigacion esto es fundamental e

imprescindible.
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Debido a que, actualmente, existe un gran nimero de métodos de
cuantificacion, no existe un consenso sobre cudl es el optimo en cada caso
desde un punto de vista coste/beneficio. Los modelos mds sencillos resultan
menos precisos, empeorando la potencia estadistica del estudio, y los mas
complejos y repetibles pueden resultar muy caros o imposibles de llevar a la
préctica.

Para decidir qué método puede ser adecuado para una aplicacién
concreta, deberiamos saber si la medida que se va a extraer contiene la
informacién de interés. Cuando se utilizan métodos de anélisis estadistico
sofisticado, es de elevada importancia el conocimiento detallado de sus

condiciones de aplicabilidad, asi como todos sus detalles técnicos.

Si bien la posibilidad de cuantificar los estudios PET de forma
precisa constituye una herramienta de gran utilidad para la investigacion de
los procesos bioldgicos in vivo, es conveniente recordar que los nimeros no

reemplazan al sentido comun.

Entre los modelos de cuantificacion de FDG mas utilizados estan:

1.9.6.1. Standard Uptake Value (SUV)

El método de cuantificaciéon mds simple utiliza el nimero de cuentas
absoluto. Debido a la variabilidad de esta medida con factores como el peso,
la dosis de radiotrazador inyectada y el tiempo de adquisicion, se utiliza

frecuentemente el valor SUV (figura 1.21), que se calcula como:
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SUV = actividad captada en el volumen de interés o tejido x peso
ID
SUV = VOI x Peso = (mCi/cm’) x g
ID mCi

NOTA: ID: dosis inyectada. El peso pueden expresarse en kg (humanos) o g

(animales o tejidos) y la dosis inyectada/cuantificada en mCi, pCi, etc.
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Figura 1.21. Imagen del consumo corporal de un ratén de FDG mediante PET

y de su morfologia mediante TAC (tomado de Fueger et al., 2006).

Esta medida de SUV no se comporta de forma lineal con el peso del
paciente, por lo que se han propuesto otros modelos de SUV corregidos, que
sustituyen el valor del peso del paciente por otra medida, como el drea de
superficie corporal (Body Surface Area, BSA en m”). La BSA se calcula a

partir del peso y la altura. La formula mds habitual es (Graham et al., 2000):

BSA =0.007184 x Peso (kg)”** x Altura (cm)"’*
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Otra posibilidad para corregir los valores SUV es utilizar el valor de
masa corporal magra (LBM; Lean Body Mass). De forma similar al calculo
de la BSA y sustituyendo su valor en la anterior férmula, calculariamos la
LBM:

LBM =45.5 + 091 x [altura (cm) — 152] en mujeres
LBM =48.0 + 1.06 x [altura (cm) — 152] en hombres

1.9.6.2. Statistical Brain Mapping (SBM o Mapeo Estadistico

Cerebral)

Consiste en una metodologia de cuantificacion de estudios que no
requiere la segmentacién previa de regiones de interés. Esto es posible
gracias a una etapa de procesado de las imdgenes, previa al andlisis
estadistico, llamada normalizacién espacial.

Esta normalizacion consiste en una deformacidon eldstica de la
anatomia cerebral propia de cada sujeto hasta que concuerde con un PET
promedio que se denomina patréon o “template”. S6lo se modifica la
anatomia subyacente en las imdgenes PET conservando las caracteristicas
funcionales (actividad emitida) de cada regién del cerebro.

Una vez que todos los cerebros concuerdan se comparan voxel a
voxel para efectuar los estudios estadisticos (figura 1.22). Este andlisis
permite estandarizar los datos estadisticos de las imagenes PET y hacerlas
comparables con otros estudios.

Hoy dia, existen bastantes tipos de programas informadticos para este
andlisis estadistico, siendo el SPM (Statatistical Parametric Mapping;

www. fil.ion.ucl.ac.uk/spm ) uno de los mas utilizados.
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Figura 1.22. Analisis cerebral mediante SPM de las diferencias regionales en

el consumo de FDG (tomado de Mosconi et al., 2008).

1.9.6.3. Curvas de actividad temporal

El modelo de Sokoloff/Phelps representa la farmacocinética de la
FDG en el tejido a partir de la actividad presente en el torrente sanguineo.
Una vez inyectada en la sangre, la FDG penetra en los tejidos que consumen
glucosa y se fosforila a FDG-6-P. Por lo tanto, la concentracién total de
FDG en el tejido (C;) es igual a la suma de FDG sin metabolizar (C.) y
metabolizada (Cp,):

Ci(t) = Ce(t) + Cm(t)

Para ser capaces de estimar el valor de la concentracion de
radiotrazador en cada instante a lo largo del tiempo de adquisicidn, es
preciso derivar la ecuacién anterior.

Conociendo la curva de actividad temporal (TAC) en el plasma

sanguineo (C,) y definiendo las constantes k; y ko como las tasas directa e
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inversa, respectivamente, de transporte capilar de FDG al tejido, y las
constantes ks y ks como las tasas de fosforilacion y defosforilaciéon de la
FDG dentro del tejido, es posible modelar el cambio en las concentraciones

de trazador metabolizado y no metabolizado:

dCe()/dt = ki Cp(t) — (ka+ks) - Ce(t) + kaCrn(t)
dCin(0)/dt = k3Ce(t) - kyCrn(t)

La solucién de este sistema de ecuaciones determina los valores de
las constantes k1, k2, k3 y k4, y las curvas de concentracion de
radiotrazador a lo largo del periodo de adquisicion, permitiendo el célculo

de la tasa de utilizacion de glucosa por parte del tejido como:

MRGlc = C,/LC - [(ki-k3)/(ko+k3)]

q,
"FFDG5-p
tissue

.:',.' Wy =A™

Figura 1.23. Modelo abierto 4K que describe la captacion y metabolismo en el

tejido de FDG (tomado de Ferl et al., 2007).
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Figura 1.24. Curvas Actividad-Tiempo de plasma (ordenada izquierda) y
cerebro completo, corteza, talamo, cerebelo y tronco cerebral (ordenada

derecha) de una rata (tomado de Shimoji et al., 2004).

Para resolver el sistema de ecuaciones diferenciales hay varios
métodos: Linear y Non-Linear Least Squares, el Patlak o Weighted
Integration Projection (Peters AM and Myers M, 1998), o también para la
practica clinica el SPAMALIZE

http://tezpur.keck.waisman.wisc.edu/~oakes/spam/spam_frames.htm)

1.9.7. Efecto del envejecimiento sobre el consumo

cerebral de glucosa

Existen numerosos datos en la bibliografia que sugieren que el
consumo cerebral de glucosa se incrementa durante el crecimiento (Chugani
et al., 1987, Chugani, 1998), pero disminuye considerablemente a partir de

la etapa adulta con el envecimiento. Asi pues, existen datos en humanos
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desde hace méas de dos décadas aunque estos estudios no son muy detallados
por la calidad y resolucién de los equipos (Chugani and Phelps, 1986). No
obstante, estos estudios ya nos sirven de partida para establecer el descenso
de consumo cerebral de glucosa con el envejecimiento.

Ademds, nuestro grupo de investigacion publicé recientemente
(figura 1.25) como en un modelo de ratones que envejecen aceleradamente,
se constata este descenso en el consumo cerebral de glucosa con la edad

(Borras et al., 2009).

(a) Brain gulcose consumption in vivo measured by Positron Emission Tomography

3 months 7 months 20 months

(b) Qualification of brain glucose consumption
1.4 7
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0.6 »
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Figura 1.25. Estudio del envejecimiento sobre el consumo cerebral de glucosa
(FDG-PET) en ratones envejecidos aceleradamente (tomado de Borras et al.,
2009).
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Sin embargo, se han observado algunas inconsistencias entre los
diferentes estudios con respecto a las areas mas afectadas. Algunos autores
han observado mayor compromiso de la regién frontal y corteza somato-
sensorial (Chawluk et al., 1987; Weiss et al., 1990) y otros sugieren ademads
una disminucién de la actividad metabdlica temporal con la edad. También
se ha observado que existen diferencias entre hombres y mujeres (Newberg
et al., 2002). En contraposiciéon a lo anterior, otros autores (Yoshii et al.,
1988) no encontraron diferencias significativas entre el metabolismo de la
glucosa a diferentes edades o entre hombres y mujeres, cuando los datos
fueron corregidos por el grado de atrofia cortical.

Uno de los mayores focos de interés sobre el consumo cerebral de
glucosa con el envejecimiento es el campo de las enfermedades
neurodegenerativas, especialmente, la enfermedad de Alzheimer (EA).

El criterio clinico para el diagnodstico de la enfermedad de Alzheimer
fue definido en 1984 por el NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 1984)
(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke-Alzheimer's Disease and Related Disorders). En €l se establece que
para el diagnostico de la enfermedad se requiere demostrar la existencia de
deterioro cognitivo crénico y progresivo en pacientes adultos o ancianos, sin
otras causas subyacentes que puedan explicar este fenémeno. El problema
es que, usando este criterio, es dificil diferenciar entre enfermedad de
Alzheimer y otras causas de deterioro, como el deterioro cognitivo leve
(DCL), en etapas tempranas de la enfermedad. Las imdgenes funcionales de
cerebro tendrian un rol en este sentido para establecer el diagndstico
diferencial y ayudar a entender los mecanismos subyacentes de la

enfermedad (Newberg et al., 2002).
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En los primeros estudios con PET en pacientes con enfermedad de
Alzheimer, se observé que éstos presentaban una disminucién global del
metabolismo de la glucosa del orden de 20 a 30% con relacién a los
controles de edad equivalente (Newberg et al., 2002). En otros estudios se
observéd ademds del hipometabolismo global, un mayor compromiso
bilateral de la regién temporo-parietal (Bonte et al., 1990).

El volumen del hipocampo con resonancia magnética y el
metabolismo de la glucosa de la region entorrinal con PET-FDG son dos
excelentes marcadores para diferenciar entre ancianos sanos y con DCL. Sin
embargo, para diferenciar entre pacientes con DCL y EA creen que es mejor
la regiéon neocortical temporal (De Santi et al., 2001). Mosconi et al.
(Mosconi et al., 2008, Mosconi et al., 2004a) recientemente han publicado
un estudio en el que el hipometabolismo de FDG en el hipocampo predice el
descenso cognitivo hacia enfermedad de Alzheimer diferencidndolo del

correspondiente al envejecimiento normal (figura 1.26).
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Figura 1.26. Estudio longitudinal FDG-PET de un sujeto (mujer, edad al
inicio: 73 afios; ensefianza: 12 afios; MMSE al inicio: 30/30) que disminuyé
desde normal o NL (en 1991) a mild cognitive impairment o MCI (1994) y
después a Alzheimer o AD (1997), y tuvo la confirmacién post-mortem de AD
(2000). Imagenes axiales dispuestas en una angulacion negativa paralela al
plano del hipocampo. Los estudios muestran las reducciones metabdélicas
progresivas en el hipocampo (flechas rojas) y en la corteza temporal (flechas

blancas) (tomada de Mosconi et al., 2008).

Esto es lo que se denomina el patrén tipico de la enfermedad de
Alzheimer y puede ser especialmente pronunciado en pacientes menores de
65 afios.

Este patrén es altamente predictivo de esta enfermedad, sin embargo,
no es patognomonico: puede verse en enfermedad de Parkinson, hematoma
subdural parietal bilateral, infarto parietal bilateral y radioterapia parietal
bilateral (Mazziota et al., 1992).

El patrén tipico antes descrito es similar tanto para SPECT como
para PET, pero con éste ultimo método la sensibilidad y la especificidad

seria mayor especialmente en las etapas tempranas de la enfermedad,

105




1. INTRODUCCION

probablemente por un mayor contraste entre la captacion de la corteza
sensoriomotora versus la temporo-parietal (Ishii et al., 1999).

Asi, recientemente se estan usando diferentes moléculas buscando
mads especificidad para este deterioro cognitivo y no solamente FDG como

recoge de Leon (de Leon et al., 2007).

1.9.8. Terapéutica hormonal sustitutiva y consumo

cerebral de glucosa

Como se comentd en el punto 1.6 y 1.7 de esta Introduccién, los
estrogenos pueden actuar como antioxidantes y, de hecho, la terapia
hormonal sustitutiva parece disminuir el estrés oxidativo sufrido como
consecuencia de la menopausia.

Del mismo modo, al suponer este periodo en las mujeres un cambio
dréstico fisiolégico se ha generado una gran controversia en la utilizacién o
no de este tratamiento. De hecho, hay estudios realizados con humanos en
los que se evalda el efecto del tratamiento con estrogenos sobre diferentes
funciones organicas y su posible mejora (Arnal et al., 1996, Tang et al.,
1996, Henderson et al., 2000, Irwin et al., 2008). También, es de destacar
que la mujer tiene mayor disposicion a sufrir enfermedad de Alzheimer tras
este periodo (Andersen et al., 1999, Azad et al., 2007).

Por ello, han sido varios los estudios llevados a cabo para ver si la
terapéutica hormonal sustitutiva mejoraba o no la incidencia de la
enfermedad de Alzheimer tras la menopausia (Eberling et al., 2003,
Eberling et al., 2000, Small et al., 2000, Rasgon et al., 2001, Rasgon et al.,

2005) evaluando su consumo cerebral de glucosa mediante PET,
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centrdindose en aquellas regiones que generalmente presentan
hipometabolismo.

Sin embargo, no existen referencias que relacionen el estrés
oxidativo producido por la menopausia, el efecto antioxidante de los
estrogenos, el inicio y duracion de la terapéutica hormonal sustitutiva y el

metabolismo cerebral en este periodo crucial en el sexo femenino.

1.10. METABOLOMICA.

1.10.1. Perfil metabdlico mediante resonancia

magnética nuclear ("H NMR). Generalidades

Como complemento a la proteémica y la gendmica, la
metabonémica ha sido, por primera vez, ampliamente aplicada a un amplio
rango de problemas en diversas dreas de investigacion biomédica con el
objetivo de entender el comportamiento de los metabolitos bajo ciertas
condiciones exdgenas. Han sido documentadas diferentes aplicaciones del
enfoque metabondémico, especialmente en la deteccion de toxicidad, el
metabolismo de farmacos (Keun, 2006) y la genémica funcional (Gavaghan
et al., 2002). En resumen, la “Metabondémica permite observaciones médicas
que estdn relacionadas con los datos de todas las demds tecnologias
"6micas", las cuales estan, directamente, menos relacionadas con los
resultados bioldgicos reales de su metabolismo” (Nicholson and Lindon,
2008).

Las diferentes plataformas que se han empleado para investigar

sobre los perfiles de los metabolitos han sido algunos como:
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* Resonancia Magnética Nuclear (RMN);
* Cromatografia de gases - Espectrometria de masas (GC-MS);

* Cromatografia de liquidos - Espectrometria de masas (LC-MS).

En la tabla 1.6 se enumeran las principales ventajas y desventajas
que pueden ser detectadas utilizando las técnicas de andlisis mencionadas
anteriormente, mientras que en la figura 1.27 se ilustra la sensibilidad de
dichas técnicas.

En particular, la técnica de NMR tiene la ventaja de proporcionar
informacién detallada sobre la estructura molecular del material bioldgico
observado, lo que refleja al final el estado metabondémico de un sistema

bioldgico vivo sin perder informacién importante sobre dicho sistema.
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Tecnologias de Metabolomica

Tecnologia Ventajas Desventajas
- Cuantitativa - No muy sensible
- No destructiva/invasiva - Instrumentacién cara
- Répida (2-3 min/muestra) - Gran instrumento de “huella”
- No requiere derivatizacién - No se pueden detectar o identificar sales
- No requiere separacion eiones inorgdnicos
- Detecta todas las clases de orgdnicos - No se pueden detectar compuesto no-
NMR - Permite la identificacion de productos quimicos | protonados
nuevos - Requiere muestras mds grandes (0,5 mL)
- Tecnologia robusta
- Puede ser usado para imagen metabdlica (fMRI)
- Amplia gama de softwares y base de datos para
la identificacién de metabolitos
- Compatible con liquidos y sélidos
- Tecnologia robusta - Muestra no recuperable
- Relativamente barata - Requiere derivatizacion de la muestra
- Cuantitativa (con calibracion) - Requiere separacion
- Se necesita tamafio de muestra razonable - Lenta (20-30min/muestra)
GC-MS |- Buena sensibilidad - No se puede utilizar en imagen
- Amplia gama de softwares y base de datos para | - Es dificil la identificacion de nuevos
la identificacién de metabolitos compuestos
- Detecta la mayoria de moléculas organicas y
algunas inorgdnicas
- Excelente reproducibilidad en la separacién
- Excelente sensibilidad - Muestra no recuperable
- Tecnologia muy flexible - No muy cuantitativo
- Detecta la mayoria de moléculas orgdnicas y | - Instrumentacién cara
algunas inorgdnicas - Lento (20-30min/muestra)
- Tamaiio de muestra minimo - Pobre resolucién en la separaciéon y
LC - MS Se puede utilizar en imagen metabdlica | reproducibilidad (vs. GC)
(MALDI) - Instrumentacién menos robusta que NMR o
Se puede utilizar sin separacién (inyecciéon | GC-MS
directa) - Gama limitada de softwares y base de datos
- Tiene potencial para detectar la mayor parte del | para la identificacion de metabolitos
metaboloma - Es dificil la identificacién de nuevos
compuestos

Tabla 1.6. Comparacion de diferentes tecnologias de la metabolémica (tomada

de Wishart, 2008).
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NMR |

10°mol
LC/UV 10°mol
GC/MS 10-'2mol
LC/MS 10-5mol

Figura 1.27. Comparacién de la sensibilidad relativa de diversas herramientas
de metabolomica. La RMN tiene tiempos de analisis rapidos, pero sufre de
una sensibilidad mas baja, lo que permite la visualizacion sélo de los
metabolitos mas concentrados (es decir, la punta del iceberg). GC / MS y
HPLC / MS proporcionan buena selectividad y sensibilidad (Figura adaptada
de Summer et al., 2002).

La RMN se utiliza, generalmente, para detectar los dtomos de
hidrégeno en metabolitos (‘"H RMN), por lo que en una muestra tipica
(liquido biolégico en la investigacion médica) todas las moléculas que

contienen hidrégeno (casi todos los metabolitos) dardn un espectro de RMN
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de 'H, siempre y cuando estén presentes en concentraciones superiores al
limite de deteccion.

Una ventaja de la RMN es que la muestra no requiere ningun
tratamiento fisico o quimico previo al andlisis, s6lo las condiciones de la
solucién como la temperatura, el pH y la concentracion de sal tiene que ser
ajustarada de manera que imiten muy de cerca un fluido fisiolégico dado,

especialmente en el caso de estudiar “proteinas” (Wiithrich, 2002).

1.10.2. Analisis de datos (métodos quimiométricos)

Como se ha dicho en el parrafo anterior, un estudio de
metabonémica puede proporcionar resultados significativos si los cambios
metabdlicos en un grupo objetivo es significativamente diferente de la
variacion bioldgica del grupo de control relativo (Abdel-Farid et al., 2007).
Esto significa que los espectros de las muestras de interés se comparan con
los de los controles, por lo que las caracteristicas espectrales causadas por
factores externos puedan ser determinadas.

Este enfoque lleva a ignorar la importancia de la concentracion de
los metabolitos. Esto es en parte cierto: las concentraciones precisas de los
metabolitos no siempre son necesarias para formular hipétesis sobre el
mecanismo de los cambios, especialmente cuando se habla de
enfermedades, de modo que el andlisis de metabondmica se convierte en
una forma de “agrupar” o clasificar (Wang, 2004) sobre la base de las
diferencias (en términos de presencia o no de sus metabolitos) entre el

control y las muestras objetivos.
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El reconocimiento de patrones (Jain, 2000) es el nombre comin
utilizado para identificar los métodos que conducen a organizar los datos de
la metabondmica con el fin de clasificar las muestras en clases y predecir o
clasificar muestras desconocidas en una de las clases conocidas sobre la
base de su patrén de medicion (Berrueta et al., 2007).

Se basa principalmente en procedimientos matematicos 'y
estadisticos (andlisis multivariable o quimiometria) que permiten analizar
gran cantidad de informacién a partir de unas pocas muestras (variables o
rasgos), producida por los modernos instrumentos de andlisis (como la
resonancia magnética nuclear) en un tiempo relativamente corto (Duarte et
al., 2004).

Al final, desde una medicién espectroscopica, por ejemplo un
espectro de RMN de 1H, es posible seleccionar una o varias regiones
espectrales o sefales especificas que a menudo proporcionan mejores
resultados en las clasificaciones o predicciones que el uso del espectro

completo (Figura 1.28).
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Figura 1.28: Analisis de datos de metabonémica: (a) un procedimiento tipico
podria comenzar con el espectro de RMN de una muestra, que contiene las
seiiales de cientos de metabolitos. (b) se identifican los espectros individuales
para cada metabolito. (c) esto permite que la estructura de los metabolitos sea
determinada. (d) las técnicas de reconocimiento de patrones se pueden utilizar
para averiguar como los espectros de dos grupos difieren entre si (figura

adaptada del articulo: Nicholson and Lindon, 2008).
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Estas técnicas de comparaciones estadisticas o estadisticas
multivariables y de identificacion de caracteristicas implican generalmente
agrupaciones sin supervision como el Andlisis de Componentes
Principales (PCA), o la clasificacion supervisada como Analisis
Discriminativo Lineal (LDA) (Dixon et al, 2007), Analisis
Discriminativo por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA)
(Westerhuis et al., 2008) o Minimos Cuadrados Parciales (PLS) (Pirouz et
al., 2006).

Formalmente, el PCA es una forma de identificar patrones en los
datos, expresandolos de tal manera que se destacan sus similitudes y/o
diferencias (Rodriguez-Delgado et al., 2002; Silva et al., 2006). La ventaja
de esta técnica es la capacidad de reducir el conjunto de datos
multidimensionales (una matriz de datos) en un nuevo conjunto de variables
no correlacionadas (es decir, ortogonales) mediante la realizacion de un
analisis de covarianza (ANCOVA) entre los factores.

El PCA trabaja por la descomposicién de la matriz X (que contiene
el conjunto de datos original) como el producto de dos matrices mas
pequeiias, que se denominan matrices de carga y de puntuacion (figura
1.29).

La matriz de carga (V) contiene informacion sobre las variables: se
compone de unos pocos vectores (Componentes Principales, PCs), que son
(que se obtienen como) combinaciones lineales de las variables X

originales.
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La matriz de puntuacién (U) contiene informacion sobre los objetos.
Cada objeto se describe en términos de sus proyecciones sobre los PCs, (en
lugar de las variables originales) (Ecuacién 1.1).
X =VT*U (Ecuacion 1.1)
La informacién no contenida en estas matrices se mantiene como
“varianza X inexplicable” en una matriz residual (E), que tiene exactamente

la dimensionalidad idéntica a la matriz X original.

Los PCs, entre muchas otras, tienen dos propiedades interesantes:

1. que se extraen en orden decreciente de importancia. El primer PC siempre
contiene mds informacion que el segundo, el segundo mds que el tercero y
asi sucesivamente.

2. son ortogonales entre si. No hay absolutamente ninguna correlacion entre

la informacién contenida en los diferentes PCs.
En el PCA es posible decidir cudntos PCs deben ser extraidos (el

nimero de componentes principales, es decir, la dimensionalidad del

modelo).
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Figura 1.29. Las dos matrices V y U son ortogonales. La matriz V se suele

llamar matriz de carga y la matriz U se llama la matriz de puntuacion. Hay

unas pocas parcelas comunes que se utilizan siempre en relacion con el PCA:

1) los puntajes/parcela de puntuaciones (izquierda de la figura) y 2) la carga

correspondiente/parcela de carga (parte derecha de la figura) (Figuras

adaptadas de Lohninger, 1999).

Cada nuevo PC extraido aumenta adn mas la cantidad de

informacién (varianza) explicada por el modelo. Sin embargo, por lo
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general los primeros cuatro de cada cinco PCs explican mas del 90% de la
varianza X. Desde que los patrones de datos pueden ser dificiles de
encontrar en los datos de alta dimensién, como los espectroscopicos, donde
la mayoria de las veces la informacién es redundante, el PCA es una
poderosa herramienta para el andlisis de los mismos. En la 'H-RMN,
redundancia significa que algunas de las variables se correlacionan entre si,
porque estdn midiendo el mismo constructo (selecciones diferentes para una
misma molécula.

De esta manera, mediante el uso de unos pocos componentes, cada
muestra (espectro) puede ser representado por un ndmero relativamente
pequeio y no por los valores de miles de variables (puntos espectrales de
datos).

Como técnica de agrupacién, el PCA se usa mds cominmente para
identificar como una muestra es diferente de otra, qué variables contribuyen
mds a esta diferencia, y si esas variables contribuyen de la misma manera
(es decir, estan correlacionadas) o de forma independiente (es decir, no
correlacionadas) de cada una de las otras. Al contrario que el PCA, la LDA,
PLS y PLS-DA (De Noord, 1994; Kleinbaum et al., 1988; Martens and
Naes, 1989) son técnicas de clasificacion supervisada que se pueden utilizar
para aumentar la separaciéon entre grupos de observaciones de los
componentes rotatorios del PCA, de tal modo, que se obtiene una separacion
méxima entre las clases (Chevallier S, 2006). Sin embargo, las técnicas de
andlisis multivariable supervisado pueden fé4cilmente dar lugar al
sobreajuste debido al gran nimero de variables disponibles y el nimero
reducido de grupos a clasificar. Para evitar esto, es necesario validar

extensivamente los resultados tanto experimental como estadisticamente.
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Esto requiere un nimero muy elevado de muestras. Por otra parte, en
muchas ocasiones, el interés del andlisis quimiométrico es encontrar
patrones globales de los datos y no la clasificacién ‘per se’.

Como se ha dicho en el principio del parrafo, los enfoques
quimiométricos como el PCA y PLS-DA, por su propia cuenta, no permiten
la identificacién directa o cuantificacién de los compuestos. En el enfoque
de la metabondémica (metabolémica cuantitativa o perfiles especificos) la
atenciéon se centra en tratar de identificar y/o cuantificar todos los
compuestos en la muestra como sea posible.

Esto, generalmente, se realiza mediante la comparacién de los datos
espectroscopicos (obtenidos a partir de RMN de la muestra o los MS) o
librerias de referencia de datos espectroscépicos obtenidos a partir de
compuestos puros (Serkova et al., 2007; Weljie et al., 2006; Wishart, 2001).
Una vez que los compuestos constitutivos se identifican y cuantifican, los
datos son después procesados estadisticamente (con PCA o PLS-DA) para
identificar los biomarcadores mds importantes o las vias metabdlicas
informativas (Weljie, 2006).

Dependiendo de los objetivos y la capacidad instrumental, la
metabolémica cuantitativa puede ser especifica (selectiva a ciertas clases de
compuestos) o completa (que abarca todos o casi todos los metabolitos

detectables).
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1.10.3. Espectroscopia NMR: los principios mas basicos

Los principios de la espectroscopia de RMN son bien conocidos hoy
en dia y estd facilmente disponible en muchos libros de texto (Gerothanassis
IP et al., 2002), por lo que no se profundizara aqui muy a fondo, tan sélo los
principales pardmetros que se utilizan en el tratamiento de los datos de
RMN. Los pardmetros relevantes de RMN son:

1. desplazamiento quimico (6) (Abraham et al., 2005);

2. tiempos de relajacion.

Los desplazamientos quimicos, generalmente referidos a términos
de ppm, describen la dependencia de los niveles de energia magnética
nuclear en el entorno electrénico de una molécula. El rango habitual para el
protén se sitda entre 0 y 12 ppm, que se refiere al TMS (tetrametilsilano).
Otros nicleos como °C, *'P y N tienen ventajas evidentes en términos de
desplazamientos quimicos en orden de rango superior a 100 ppm (figura
1.30) pero también una desventaja debido a su sensibilidad mucho maés

débil.
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Figura 1.30. Desplazamientos quimicos de 'H (espectro superior) y de C (parte
inferior del espectro). Las referencias son de muestras en solucién CDCI3. La escala
(ppm) es relativa a TMS en 6=0=ppm.

Para el espectro 'H: los rangos amplios que se muestran en la parte inferior de la
figura (color naranja) son tipicas de los protones de hidrégeno en condiciones de
servidumbre (OH y NH). Estas seiiales son dependientes de concentraciéon y de
temperatura. Hay que tener en cuenta que en la soluciéon de DMSO-d6, las sefiales de
alcohol OH se desplazan al campo mas bajo (6 4.0 a 6.0ppm), y suelen mostrar
acoplamiento vecinal.

Para el espectro de °C: la conjugacion de un doble enlace con un grupo carbonilo
perturba las resonancias de carbono de ambos grupos. El B-carbono del doble enlace
se desplaza a un campo menor de 20 a 30 ppm, y el carbono carbonilo se desplaza a un

campo mayor de 5 a 15 ppm (la figura es una adaptacién de www.cem.msu.edu)
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En el espectro de RMN de un compuesto orgénico, los picos
aparecen en las posiciones de absorcidn, llamadas también posiciones de
resonancia o frecuencias de precision, de diferentes niicleos en la
molécula. El desplazamiento quimico exacto de un determinado nicleo en
una molécula da informacién acerca de como el dtomo estd con el nicleo en
condiciones de servidumbre en la molécula. El eje X del espectro se conoce
como la escala delta (8) con unidades de ppm, y el eje y es una escala de

intensidad (figura 1.31).
La altura del pico en el eje Y es proporcional al nimero de nicleos

'H en la molécula con el mismo desplazamiento quimico. La intensidad de

. 13 . . P
una resonancia ~C no es, sin embargo, proporcional al nimero de carbonos.
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Figura 1.31. El espectro de '"H-RMN de acetato de metilo muestra dos picos:
uno a o= 2.1 ppm para los tres protones metilo equivalentes y uno a 6= 3.7
ppm para los tres protones metoxy equivalentes. Los protones metoxi se dice
que resuenan a bajocampo desde los protones metilo. Cada uno de los tres
protones metilo son equivalentes entre si y cada uno de los tres protones
metoxi son equivalentes a cada uno debido a la rotacion rapida sobre los
enlaces simples carbono-carbono y carbono-oxigeno. Se dice que los niicleos
"H o *C son equivalentes de desplazamiento quimico si tienen exactamente el
mismo desplazamiento quimico (la figura es wuna adaptaciéon de

http://orgchem.colorado.edu).
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El desplazamiento quimico es un pardmetro relevante, especialmente
en RMN de alta resolucion (HR-RMN). Entre todas las técnicas de RMN, la
HR-NMR tiene una sensibilidad muy alta y hace uso del campo magnético
alto que permite la observacion de pardmetros muy detallados. Estos dos
factores son en realidad bastante importantes en la asignaciéon de los
componentes y la medicion de su relacion de intensidades.

Desde el punto de vista cualitativo, en términos de linealidad y
selectividad, la RMN es definitivamente el mejor método de anélisis. Asi,
desde el punto de vista de la linealidad, la intensidad de la resonancia es
estrictamente proporcional al nimero de nicleos de resonancia a una
frecuencia determinada.

La selectividad es también buena porque la RMN diferencia todos
los is6topos de los elementos e, incluso para un isétopo dado, es capaz de
producir diferencias medibles en el desplazamiento quimico para un
ambiente quimico diferente.

Desde el punto de vista cuantitativo, la sensibilidad depende de la
relacion sefial-ruido, que puede considerarse aceptable cuando es superior a
10. La precision y la exactitud se puede determinar a partir de la desviacion

estandar de las medias sobre duplicados.
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1.10.4. Métodos para los enfoques metaboélicos por HR-

RMN

En la Tabla 1.7 se enumeran los principales enfoques metabdlicos

posibles basados en la espectroscopia de HR-RMN en la ciencia de los

alimentos.

ENFOQUE

FUNCION

Perfil de metabolitos

El andlisis se centrd en un grupo de metabolitos, por
ejemplo, una clase de compuestos como los carbohidratos,
aminodcidos, o los asociados con una via especifica (F. D.
Gunstone, 1994)

Metabolémica

Andlisis exhaustivo de toda la metaboloma bajo un
conjunto determinado de condiciones (H. Vidarto et al,
2006).

“Huella dactilar” metabdlica

Clasificacién de las muestras sobre la base de
procedencia de cualquiera de su importancia bioldgica u
origen (C. Hyung-kyoon et al., 2004)

Perfil metabdlico

A menudo se usa indistintamente con “perfil de
metabolitos”

Metabondémica

Medida de la “huella dactilar” de las perturbaciones
causadas por los cambios bioquimicos naturales o debidos
al técnico (C. Xiao et al., 2008)

Tabla 1.7. Clasificacion de los enfoques metabolémicos (tabla adaptada de Goodacre et

al., 2004).

Todos estos enfoques se centran en el contenido metabdlico de las

muestras, desplazando la atencion desde el nivel de la transcripcion génica

(trascriptoma) y la modificaciéon de proteinas (proteoma) hacia la

determinacion y evaluaciéon (en términos de concentracion) de los

metabolitos (moléculas).

Pero, como se ha dicho, mientras que la metabolémica conduce a

obtener un conjunto “completo de metabolitos o productos intermedios de
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bajo peso molecular que son dependientes del contexto, variando de acuerdo
a la fisiologia, al estado de desarrollo o patolégico de la célula, tejido,
6rgano u organismo” (Oliver, 2002), la metabonémica mide la respuesta
metabdlica dindmica multiparamétrica de los sistemas vivos a los estimulos
fisiopatoldgicos o modificaciones genéticas.

Tanto los enfoques de la metabolomica como los de la
metabonémica pueden coexistir en un mismo investigador y una estd
estrechamente ligada a la otra en un doble sentido: la exploracion
metabolomica (perfil de la metabolémica) puede ayudar a entender la
respuesta de un sistema biolégico a los estimulos externos (perfil de la
metabondémica) y viceversa.

Anteriormente ha sido ilustrado también el rango de sensibilidad de
las  técnicas espectroscOpicas utilizadas en investigaciones de
metabondmica, sin embargo, la metabondémica basada en la RMN ha
demostrado ser especialmente apropiada para el andlisis rdpido de muestras
bioldgicas complejas. El espectro de RMN produce asi, en el rendimiento
generado, una huella dactilar metabdlica Unica para cada mezcla bioldgica
compleja: si en su estado, la “huella dactilar” o la firma metabdlica refleja
este cambio.

El método de perfil molecular de una muestra, técnica basada en la
RMN, se representa esquemdticamente en la figura 1.32, en el que un
cuadrado rojo sefiala los posibles resultados que pueden obtenerse a partir

del método.
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Figura 1.32. Métodos para trazar el perfil metabélico por RMN. En rojo las

vias de perfil molecular (figura tomada de Charlton et al., 2004).
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1.10.5. RMN y quimiometria

Una vez mds, es importante matizar sobre la evidencia que la
metabon(l)6mica combina las técnicas de RMN de alta resoluciéon con
tecnologia de reconocimiento de patrones para evaluar rapidamente el
estado metabdlico de la matriz bioldgica. Al usar técnicas espectroscopicas
para la cuantificacién de productos quimicos, se han utilizado los datos de
los métodos de andlisis univariable, esta aplicacion se llama quimiometria.
Para poder aplicar técnicas quimiométricas a los datos de RMN es necesario

realizar unos pasos previos de preprocesado:
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- Normalizaciéon de los datos (figura 1.33).
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Figura 1.33. Normalizacién de un conjunto de espectros obtenidos de una muestra. En
esta figura se muestra parte de la regién de mediocampo '"H-NMR (5.2 a 2.8 ppm). Los
espectros de 'H-RMN se registr6 a T = 300 K en un espectrémetro Varian
Mercuryplus, que opera en frecuencia 1H de 400 MHz; se adquirieron 2048
exploraciones, con los datos recogidos en los puntos de datos de 16K con un ancho
espectral de 16 ppm, un angulo de pulso de 60°, un retraso de reciclaje de 1.0 s, y el
tiempo de adquisicion de 2.561 s con una ganancia del receptor constante. La

normalizacién se hizo con el Software MestReC (http://www.mestrec.com)
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La normalizacién de datos es un paso importante para cualquier
andlisis estadistico. El objetivo es la normalizacién de los datos para hacer

comparaciones significativas de las muestras en el conjunto de datos.

- Corregir variaciones en el desplazamiento quimico: Las variaciones
generales de muestra a muestra se deben a pequefias variaciones en la
frecuencia del espectrometro, mientras que las variaciones de
desplazamiento quimico pico a pico se deben a cambios en, por ejemplo, el
pH. En este dltimo caso, una reduccién de datos en la forma llamado

binning (Craig et al., 2006) es una solucién pragmaética al problema.

- Espectral binning (figura 1.34): es una técnica ampliamente utilizada en
el que se efectiia el reparto del espectro en una serie de regiones, y la
superficie total dentro de cada caja se usa como una representacion abstracta
del espectro original.

Un espectro tipico de RMN de 64k se reduciria con anchuras de bin

de 0.04 ppm, dando lugar a valores integrales de ~ 250 bin.
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Figura 1.34. Binning en un espectro obtenido de una muestra. En esta figura
se muestra parte de la regién de mediocampo 'H-NMR (5.2 a 2.8 ppm). Los
espectros de "H-RMN se registré a T = 300 K en un espectrémetro Varian
Mercuryplus, que opera en frecuencia '"H de 400 MHz; se adquirieron 2048
exploraciones, con los datos recogidos en los puntos de datos de 16K con un
ancho espectral de 16 ppm, un angulo de pulso de 60°, un retraso de reciclaje
de 1.0 s, y el tiempo de adquisicion de 2.561 s con una ganancia del receptor
constante. El binning se hizo con el Software MestReC

(http://www.mestrec.com/)
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Figura 1.35. Mejora del analisis PC de acuerdo al procesados los datos del espectro de
RMN debido a la normalizacién (C) y binned (D) del conjunto de datos espectrales,
incluyendo todas las muestras. Las muestras han sido etiquetadas de la siguiente
manera: ® A tipo salvaje 1 (WT-A), o A Genéticamente Modificados (A-GM1), A B
tipo salvaje (WT-B), “ B Genéticamente Modificados 1 (B-GM1) y o B
Genéticamente Modificados 2 (B-GM2). De acuerdo a la variacion total (Tv), PC1y
PC2 explican el 19% y el 9%, respectivamente, en la trama de datos normalizados
para PC, mientras que en los datos binned, los valores de ambos equipos son 26% y
12%. Como puede verse, ambas muestras y genotipos, con excepcion de WT-A y A-

GM1 se diferencian.
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1.10.6. Perfil metabdlico entre géneros, menopausia u
ovariectomia. Efecto del tratamiento con estradiol o

fitoestrogenos.

Como se ha intentado hacer ver en los apartados anteriores, la
Metabolémica nos proporcionaria muchisima y valiosa informacién acerca
de los perfiles metabdlicos de las muestras, sean del origen que sea, que
queramos investigar.

Asi, en relacidn con la presente tesis, nos interesaria saber que en el
caso de humanos, por ejemplo, dicho perfil estaria influenciado por multitud
de variables metabdlicas interindividuales que derivan de factores
ambientales, genéticos y nutricionales. De hecho, aunque se tengan en
cuenta los requerimientos necesarios para la poblacion en general, cada vez
se estd focalizando mdas la atencién en las necesidades individuales,
entendiendo las diferencias existentes entre individuos, incluyendo también
aquellos efectos producidos por factores fisiolégicos como la edad y el
género.

Por ejemplo, y considerando parametros metabdlicos en plasma en
relacién con el género, Bertram y cols. (Bertram et al., 2009) encontraron
recientemente que el género tiene un fuerte efecto sobre el metabolismo
plasmético medido por NMR, donde no tuvieron ningin efecto el peso,
altura ni el indice de masa corporal en jovenes escandinavos.

Del mismo modo, estudios previos encontraron también efectos del
género sobre perfiles plasmaticos usando fluidos biolégicos y NMR
(Kochhar et al., 2006). Son numerosos los estudios que se han centrado en
analizar diferentes pardmetros metabdlicos entre hombres y mujeres, como
son el metabolismo proteico, glucosa y d4cidos libres en plasma,
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fosfatidilcolina localizada en la membrana de las lipoproteinas y también en
ratones.

Ya que una de las principales diferencias entre género es el de las
hormonas sexuales y como se ha explicado anteriormente en otros apartados
de la Introduccion, la ovariectomia reproduce la pérdida de estr6genos que
se da en las mujeres con la menopausia. Asi, podemos evaluar qué efectos
pueden atribuirse a la acciéon de dichas hormonas para explicar las
diferencias entre sexos. Concretamente, en relacion con los perfiles
metabdlicos y su modificacién por la menopausia, estd ampliamente
descrito el efecto de los estrogenos sobre pardmetros lipidicos
(Lipoproteinas de Baja Densidad —-LDL- y Muy Baja Densidad —VLDL-),
que tienen una incidencia mayor a partir de la apariciéon de la menopausia
(Campos et al., 1997). La administracion de estradiol también estd asociada
a una menor aparicion de enfermedades cardiovasculares y la accion
positiva sobre los pardmetros antes comentados. La busqueda para
mimetizar los efectos positivos del estradiol pero que no lleven parejos los
negativos ha hecho que también se analice por 1H-NMR los efectos
bioquimicos de las isoflavonas sobre perfiles plasmdaticos en
premenopausicas (Solanky et al., 2003).

De hecho, en animales hembra de laboratorio (ratas Long-Evans y
ratones C57BL/6) exhiben respuestas metabdlicas especificas de cada
especie ante la ovariectomia. Los ratas responden a esta menopausia
inducida con una ganancia de peso por hiperfagia y una menor actividad
locomotriz, mientras que en ratones esta mediada por un menor gasto
metabodlico y actividad motriz también (Witte et al., 2010). En base a

estudios como este es importante tener en cuenta que tanto la dieta como la
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actividad van a determinar el perfil metabdlico que después vamos a
analizar.

Sin embargo, se hace necesaria la investigacion sobre los efectos de
la ovariectomia y los tratamientos con estrégenos a diferentes periodos de
iniciarse esta menopausia inducida en animales, ya que pocos estudios hay
que evalden las modificaciones que también se producen en los perfiles

metabolicos.
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= El OBJETIVO GENERAL de este trabajo es estudiar si la terapéutica

hormonal sustitutiva con estrogenos es efectiva tras varias semanas después

de instaurarse la menopausia en ratas.

=>» Los OBJETIVOS CONCRETOS son:

1.- Determinar la tasa de produccién de peréxido de hidrégeno en

mitocondrias hepéticas aisladas en los siguientes grupos experimentales:

Ratas control

Ratas ovariectomizadas durante 3 semanas

Ratas ovariectomizadas durante 3 semanas con reposicion
inmediata de estradiol

Ratas ovariectomizadas durante 6 semanas

Ratas ovariectomizadas durante 3 semanas seguidas de 3
semanas con reposicion de estradiol

Ratas ovariectomizadas durante 9 semanas

Ratas ovariectomizadas durante 6 semanas seguidas de 3

semanas con reposicion de estradiol

2.- Determinar la actividad glutatiéon peroxidasa en mitocondrias hepaticas

aisladas en los grupos experimentales sefialados en el objetivo 1.
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3.- Determinar los niveles de peroxidacion lipidica (MDA) en mitocondrias
hepaticas aisladas, en plasma, cerebro, higado y corazén en los grupos

experimentales sefialados en el objetivo 1.

4.- Determinar el efecto del envejecimiento sobre el consumo cerebral de

glucosa in vivo.

5.- Determinar el consumo cerebral de glucosa in vivo en los grupos

experimentales sefialados en el objetivo 1
6.- Determinar el perfil metabdlico en plasma mediante Resonancia

Magnética Nuclear ('"H NMR) en los grupos experimentales sefialados en el

objetivo 1
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3.1. MATERIALES.

3.1.1. Animales de experimentacion

Para todos los experimentos se emplearon ratas Wistar hembras de
edades comprendidas entre los 4 y 7 meses. Para los experimentos de
determinacion del consumo de glucosa in vivo se empleé también un grupo

de ratas de entre 22 y 24 meses.

Los animales se estabularon en el animalario de la Unidad Central
de Investigacion de la Facultad de Medicina, bajo condiciones de
temperatura (23 £ 1°C), humedad relativa (60%) y ciclos de luz/oscuridad
(12/12 h) constantes. Se alimentaron con una dieta de laboratorio estandar
(que contenia 590 g de carbohidratos, 30 g de lipidos, y 160 g de proteinas

por kilogramo de dieta) y agua del grifo sin restriccion en la ingesta.

Los animales se dividieron en los siguientes grupos de

experimentacion (ver figura 3.1):
- Grupo Control (Sham): se realiz6 la cirugia de manera similar a

los grupos de ovariectomia, pero sin llegar a retirar los ovarios. Se

mantienen los animales durante 3 semanas antes de su sacrificio.
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- Grupo Ovariectomia 3, 6 y 9 semanas:

- Ovariectomia (OVX 3, OVX 6 y OVX 9): tras realizar la
ovariectomia, se mantienen los animales durante 3 semanas

- Estradiol (OVX 3E) o Vehiculo (OVX 3V): tras realizar la
ovariectomia, se administro estradiol o vehiculo durante 3 semanas

- Estradiol (OVX 3 + 3E) o Vehiculo (OVX 3 + 3V): tras
realizar la ovariectomia se mantuvieron 3 semanas sin ningun
tratamiento, y tras dicho periodo se administré estradiol o vehiculo
durante otras 3 semanas.

- Estradiol (OVX 6 + 3E) o Vehiculo (OVX 6 + 3V): tras
realizar la ovariectomia se mantuvieron 6 semanas sin ningun
tratamiento, y tras dicho periodo se administré estradiol o vehiculo

durante otras 3 semanas.
- Grupo ratas Viejas: se utilizaron ratas Wistar hembras (n=5) de

22-24 meses de edad para evaluar su consumo cerebral de glucosa in vivo.

En todos los casos, los animales fueron tratados de acuerdo con los
principios que marca el RD 1201/2005 sobre proteccion de los animales

para experimentacion y otros fines cientificos.
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@
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Figura 3.1.- Diseiio del estudio. Grupos de experimentacion en ratas hembras

Wistar.

3.1.2. Aparatos

+ Centrifugas

Para las centrifugaciones a baja velocidad se utiliz6 una centrifuga

de la firma SORVALL, modelo GLC-1.

Las centrifugaciones a alta velocidad se realizaron en una centrifuga

refrigerada marca HERAEUS, modelo Sepatech Biofuge 17RS.
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* Balanzas

Balanza de precision SARTORIUS, modelo TECATOR 6110, con
una sensibilidad de * 0.0001 g. También utilizamos una balanza
SARTORIUS modelo PT 1200, con una sensibilidad de + 0.1 g

- Espectrofotometro

Se utilizé6 un espectrofotometro de la marca KONTRON modelo
Uvikon 810 termostatizado.

- Sistema de purificacion de agua

Marca MILLIPORE, modelos Milli-Q y Milli-RO.

- pHmetro

El pHmetro empleado es de la marca CRISON, modelo Microph
2001, con un electrodo incorporado INGLOD.

- Agitador magnético

Marca Selecta, modelo Agimatic-S

- Baiio termostatizado

Se utiliz6 un bafio provisto de agitacion automatica regulable, marca
SBS modelo BT.

* Fluorimetro

Marca Perkin Elmer, modelo LS 50B.

- Homogeneizador

Marca IKA-WERK, modelo Janke y Kunkel RW 20 DZH.

+ Autoclave

Marca Selecta, modelo Autester-G.
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- Equipo de Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
para la determinacion de MDA

El cromatégrafo DIONEX modelo Ultimate 3000 estd compuesto
por los siguientes elementos:

- Bomba

- Autoinyector

- Detector UV

- Detector de fluorescencia RF 2000

- Controlador del equipo: software Chromoleon.

- Columna TEKNOKROMA de fase reversa, modelo Spherisorb
C18 cuyas dimensiones son 15 x 0,46 cm y de un tamafio de particula de 5
um.

- Equipo de Tomografia de Emision de Positrones (PET)

- Camara PET para animales pequefios de 4 mddulos marca Albira
(GEM Imaging — Oncovision).

- Equipo de anestesia por via inhalatoria (Cibertec) con vaporizador
Fortec (Cyprane Keighley) para isoflurano-oxigeno y eliminador de gases
Fluovac

- Activimetro Dose calibrator ISOMED 1010 (Nuklear
Medizintechnik Dresden GmbH)

* Glucosimetro “Accutrend GC”. Roche

Marca Roche, modelo Accutrend GC

- Material quiriirgico

- Hilo de seda (Silkam ®, Braun-Aesculap, Alemania)

- Hilo de seda (Safil ®, Braun-Aesculap, Alemania)

- Grapas metdlicas (Medicon, Instrumente, Alemania)
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- Pinzas, tijeras y resto de material quirirgico corriente (Galerias
Sanitarias)

- Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear de 14.1
Teslas Bruker Avance DRX 600 (Bruker Biospin GmbH) equipado con
sondas de Smm (500 uL. de muestra) y de 1mm (20 uLL de muestra) con
capacidad de deteccion de 'H/BC/PN.

- Robot SampleJet (Bruker Biospin GmbH) con capacidad para

muestreo automatico de 480 tubos.

3.1.3. Reactivos

* Determinacion de proteinas

Se empleo el “Protein ASSAY Kit” de Sigma-Aldrich Quimica, que
contiene el reactivo de Lowry y el reactivo de Folin.

* Enzimas

Peroxidasa de rdabano, glutation disulfuro reductasa.

-BF.F luorodesoxiglucosa (18F-FDG)

3 -Fluorodesoxiglucosa (I8F-FDG) “Fluodos” proporcionada
por Redpet Ibérica, S.A.

- Anestesia

- Isoflo®, Veterinaria Esteve

- Analgesia

- Ketoprofeno (Ketofen 1% ®, Merial, Francia)

- Otros reactivos

Acido perclorico 60%, acetato sdédico, BPDS, NEM, KOH, CHES,
acido iodoacético, purpura de m-cresol, FDNB, GSH, GSSG, y-Glu-Glu,
MDA, H;0,, fosfato potasico, CDNB, cloruro sédico, EDTA, EGTA,
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MOPS, HEPES, tris, glicina, acrilamida, bisacrilamida, &cido acético,
sacarosa, acido clorhidrico, SDS, azul de bromofenol, azul comassie, PMSF,
aprotinia, leupeptina, pepstatina, etc.

El resto de reactivos se obtuvieron de los laboratorios: Sigma-
Aldrich  Quimica (Espafia), Boehringer Manheim S.A. (Alemania),
Molecular Probes, Panreac, Merck Biochemica (Alemania).

- D;O (un 10% del volumen total) para poder optimizar la
homogeneizacién del campo magnético y bloquear y detectar la frecuencia

fundamental del espectrometro durante las medidas

3.2. METODOS.

3.2.1. Técnicas quirdrgicas. Ovariectomia

La ovariectomia se llevé a cabo en ratas hembras de entre 4 y 7
meses de edad. Para ello, se anestesiaron mediante la administracion de
Isoflurano vaporizado con oxigeno al 2% (Isoflo®, Veterinaria Esteve).

Tras anestesiar a los animales, se realizan dos pequefias incisiones
longitudinales (8 mm) en el lomo de las ratas, a unos 2 cm de la linea media
a través de la piel y la pared muscular. Una vez localizados los ovarios, se
procedid a su diseccion. Para ello, se realiz6 el pinzamiento, ligadura (sutura
de seda -Silkam®, Braun-Aesculap, Alemania-) y seccion del pediculo
vascular de cada ovario.

Al grupo control (Sham) se le realiza el mismo procedimiento pero

sin el pinzamiento, ligadura y diseccién de los ovarios.
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A continuacidn, se sutura la pared muscular con una sutura sintética
reabsorbible (Safil®, Braun-Aesculap, Alemania), y se cierra la piel con
grapas metdlicas (Medicon, Instrumente, Alemania). Todos los animales
reciben analgesia post-operatoria mediante la administracion subcutdnea de

0.1 mL de Ketoprofeno (Ketofen 1%®, Merial, Francia).

3.2.2. Tratamiento con estradiol

El B-Estradiol-3-Benzoato (Sigma) se administra a una dosis de
lug/kg/dia via subcutdnea. Esta se prepara cada dos semanas disolviéndolo
en una mezcla de aceites (Castor 60% y Sésamo 40%). Para facilitar la
disolucion del estradiol en el aceite, se agita en un vortex y, posteriormente,
se introduce el recipiente en un bafio de ultrasonidos (Selecta, Espafa).
Cada maiiana, entre las 9.00 h y las 10.00 h, se inyecta la dosis de estradiol

segun el grupo experimental.

3.2.3. Tratamiento con vehiculo

A los grupos correspondientes se les inyecté la solucion vehiculo
compuesta por la mezcla de aceites.

Al igual que en el grupo con estradiol, el vehiculo se inyecta cada

mafiana entre las 9.00 h y las 10.00 h.

148




3. MATERIALES Y METODOS

3.2.4. Determinacion del consumo de glucosa in vivo

mediante Tomografia de Emision de Positrones (PET)
A todos los animales se les realizé un estudio PET entre 3 y 5 dias

. . 1
antes del sacrificio, utilizando como radiotrazador la Sp.

Fluorodesoxiglucosa (ISF—FDG).

3.2.4.1. Fundamento

El estudio del metabolismo glucidico a nivel fisioldgico y/o
fisiopatol6gico mediante PET-"*F-FDG proporciona importante informacién
acerca del estado de salud de los 6rganos estudiados, ademds de ser una
buena herramienta para detectar la aparicién o avance de un proceso tumoral
(como se ha expuesto en la introduccion).

La "*F-FDG es un andlogo de la glucosa, con la salvedad de que el
is6topo radiactivo "°F sustituye, tras un procedimiento de marcacién y
sintesis de la molécula '®F-FDG, el grupo OH del carbono 2 de la molécula
de glucosa. De este modo, la base tedrica para su utilizacion es que compite
con la molécula por entrar en las células para ser consumida y generar ATP,
en el proceso de la glucolisis. Sin embargo, y por esa modificacién en el
carbono 2, una vez que entra en la célula y se fosforila a glucosa-6-fosfato,
no puede seguir la reaccion y pasar a fructosa-6-fosfato. De este modo,

queda atrapada en la célula donde se habia iniciado su consumo (figura 3.2).
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+ LC=1.0 (heart, Ng 1998)
+ LC=1.2 (muscle, Peltoniemi et al.2000)
« LC=1.14 (adipose tissue, Virtanen et al. 2001)

Sokoloff et al. 1979
Patlak and Blasberg 1983

Figura 3.2.- Molécula de "*F-FDG y esquema de su consumo en la célula.

Al ser el '®F un isétopo emisor de positrones (antimateria de los
electrones), habrd una emisién més alta alli donde se haya acumulado més
esta molécula, es decir, en aquellas regiones donde el consumo de glucosa
sea més elevado. Los positrones al encontrarse con los electrones se
aniquilardn y emitirdn dos fotones de alta energia (+511 KeV) a +180° que
serdn detectados por los moddulos de la cdmara PET (figura 3.3). Estos
fotones pasan un filtro temporal y energético para ser aceptados como

“verdaderos”, es decir, provienen del mismo punto de origen.
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Figura 3.3.- Esquema de deteccion de coincidencias por el equipo Albira PET.

Esta “ventana temporal” se establece en 2-3 nanosegundos, por lo
que un fotén que incide en el cristal detector se asocia a otro fotén detectado
en el lado opuesto en ese mismo espacio de tiempo. Es necesario ademds
que ambos lleguen dentro del rango de energias del equipo (400-600 KeV),
lo cual depende a su vez de la sensibilidad (0,7 %). Esta sefial luminosa se
amplifica a través de unos fotomultiplicadores insertados en cada uno de los
moédulos de la camara PET, con lo que al final se transforma en una sefial
eléctrica proporcional a la intensidad con la que llegaron los fotones y
proporcionando informacion acerca de su punto de origen, o sea, donde fue
consumida la "*F-FDG.

Para discriminar la captaciéon de las diferentes regiones de interés,
un aspecto también importante es la resolucion espacial. Ella nos permitira
diferenciar zonas con distintos valores de captacion pero muy proximos. En
el equipo Albira PET es de 1.5 mm (FWHM = 1.6 mm, con una

reconstruccion MLEM y una ventana de coincidencias de 3 ns).
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Por ello, y teniendo en cuenta que es una técnica no invasiva, se ha
optado por analizar el consumo de glucosa fisioldgico a nivel cerebral de los
grupos experimentales aqui estudiados. Varios estudios previos se han
realizado para intentar estandarizar los métodos y protocolos para animales
de investigacion (Schiffer et al., 2007, Fueger et al., 2006, Kim et al., 2006,
Laforest et al., 2005, Huang et al., 2004, Shimoji et al., 2004, Green et al.,
1998). Considerando las caracteristicas del equipo PET Albira y la
bibliografia existente se determind el consumo cerebral de glucosa en los

grupos estudiados como se expone en el apartado de Procedimiento.

3.2.4.2. Reactivos

- Fluodos, 1110 MBg/mL, solucién inyectable (18F-
Fluorodesoxiglucosa) RedPet Ibérica, S.A.

- Isoflo ®, Veterinaria Esteve

- Oxigeno comprimido medicinal >99,5 %. Praxair, S.A.

- Salina fisiolégica, Grifols ®

3.2.4.3. Procedimiento

En primer lugar, se mantiene a los animales 8 horas en ayuno (agua
ad libitum) antes de realizar el estudio PET-'F-FDG. Tras pesar al animal y
comprobar su temperatura rectal y niveles de glucemia, se introduce en una
camara de anestesia durante un minimo de 5 minutos con oxigeno e
Isoflurano al 1-2% a un flujo constante de 1.5 L/min. A continuacién, se
inyecta 30-40 MBq de "®F-FDG via intravenosa y rdpidamente se coloca en
la camilla de la cdmara PET en la posicién establecida previamente para

escanear el cerebro (figura 3.4).
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Figura 3.4.- Rata Wistar hembra joven.

Se controla al animal en todo momento manteniendo su
temperatura corporal mediante una lampara, manta térmica y/o lampara de
infrarrojos.

Se realiza un protocolo dindmico de adquisiciéon de eventos por
secuencias de 1, 2 y 5 minutos hasta completar un periodo de distribucion
del radiotrazador por todo el cuerpo de 30 minutos.

Seguidamente, el escéner inicia automdticamente otra adquisicion
dindmica por secuencias, hasta completar 20 minutos, que serd la medida
tomada para cuantificar el consumo cerebral de glucosa de cada animal
estudiado.

La suma de estos paquetes de datos (10x2 minutos) genera un
nuevo archivo de datos que es reconstruido por el software que proporciona
la casa comercial del aparato, mediante un algoritmo MLEM de 12
iteraciones en el cual se hace una correccién por decaimiento (puesto que la
18F-FDG tiene una vida media 109.8 minutos). No se hizo correccién por

coincidencias aleatorias, dispersion y atenuacion.
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Tras reconstruir el archivo de datos se genera un archivo de imagen
“img.hdr” el cual se utiliza para cuantificar las regiones de interés (ROI) o
volumenes de interés (VOI). En nuestro estudio se ha analizado el volumen
cerebral de cada rata por completo, por lo que se realiz6 un VOI en el cual
quedaba excluida la parte correspondiente al cerebelo y el resto de regiones
con hipercaptacion de la cabeza (P.ej: glandulas de Harder,...).

El VOI construido para cada cerebro es analizado mediante el
software comercial PMOD 2.8 (2006, Suiza).

Una vez terminado el estudio, se mantuvo 12 horas (para asegurar
que toda la radiacion habia decaido) a cada animal en sus jaulas con comida

y agua ad libitum, antes de devolverlas a las jaulas con el resto de su grupo.

3.2.4.4. Calculos

La actividad cuantificada en cada uno de los VOIs analizados es la
suma de todos los eventos captados por cada uno de ellos en ese periodo de
tiempo (20 minutos) expresada en miliCurios (mCi) por unidad de volumen
(cm?). Esta captacion de BE_EDG (SUV) es corregida por la dosis inyectada

(ID) y el peso del animal (g), mediante la siguiente férmula:

SUV = actividad captada en el volumen de interés (mCi/cm®) x peso (g)

ID (mCi)
SUV = VOIxPeso = (mCi/cm’) x g
1D mCi
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3.2.5. Sacrificio de los animales. Extraccion y

conservacion de muestras

Los animales se sacrificaron entre las 9:00 y 10:00 horas de la
mafiana del dia correspondiente. El sacrificio se realizé por dislocacién
cervical del animal, sin utilizar ninguna sustancia anestésica y/o
tranquilizante.

Una vez sacrificado el animal, se procedié inmediatamente a la

recogida de la mayor cantidad posible de sangre en un tubo heparinizado.

- 0.2 mL de sangre se depositaron en un tubo Eppendorff con 0.2
mL de 4cido perclérico al 12 %, BPDS 2 mM., NEM 40 mM. La
mezcla se agitd en vortex y seguidamente se centrifugd a 15000g
durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se recogi6 y se congeld a
—80 °C. Este sobrenadante se utilizé para la determinacién de

GSSG en sangre.

- 0.2 mL de sangre se depositaron en una alicuota con 0.2 mL de
acido perclorico al 12 %, BPDS 2 mM. La mezcla se agitd y
posteriormente se centrifugo a 15000g durante 5 min a 4 °C. El
sobrenadante se recogié y se congel6 a —-80 °C. Este
sobrenadante se utiliz6 para la determinacion de la concentracidon

de GSH en sangre.

El resto del volumen de sangre se centrifugdé a 1500g durante 10

minutos a temperatura ambiente para obtener el plasma. Seguidamente, éste
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se congeld en aliquotas a —80 °C para la posterior determinacion de MDA
(GSH, GSSG, niveles de Estradiol y Metabolémica).

Posteriormente, se procedié a la apertura del craneo, para la
extraccion del cerebro, y de la cavidad abdominal para extraer el higado (y
aislar mitocondrias hepaticas), asi como el resto de 6rganos de interés de los
animales. Los Organos fueron congelados inmediatamente mediante la
técnica del freeze-clamping en nitrégeno liquido para su posterior

conservacion a — 80°C.

3.2.6. Aislamiento de mitocondrias hepaticas

3.2.6.1. Reactivos

Solucién de lavado: NaCl 0.9%

Tampén de aislamiento de mitocondrias, cuya composicion es:
Sacarosa 0.3M, EGTA 1mM, MOPS 5mM, BSA 15uM, KH,PO4 5SmM. El
pH del tampén se ajusta afiadiendo KOH al 20% (p/v) hasta alcanzar
pH=7.4.

3.2.6.2. Procedimiento

Una vez extraido el higado, se introduce en una placa Petri para
lavarlo en presencia de NaCl 0.9% (el ultimo lavado debe realizarse con
tampon de aislamiento). Se elimina el exceso de agua y seguidamente se
pesa. Una vez pesado se trocea y se introduce en el homogeneizador de
vidrio, donde se afiade tampdn de aislamiento a razén de 2 mL/g de tejido.
Tras homogeneizaciéon a 980 rpm de velocidad, para disgregar el tejido y

romper las células, obtenemos un homogenado del tejido, que introducimos
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en uno o varios tubos de centrifuga segin el volumen obtenido. (NOTA:
todo este proceso se debe realizar a 4°C). Seguidamente procedemos al
aislamiento mitocondrial propiamente dicho, que estd basado en el método
publicado por Rickwood y colaboradores en 1987 (Rickwood et al., 1987b).
Este método consiste en una centrifugacion diferencial que comprende dos
partes principales: en una primera parte se centrifuga el homogenado a 1000
g durante 10 minutos a 4°C para eliminar los restos de tejido y el debris
celular. A continuacién se recoge el sobrenadante, y el precipitado se
resuspende en 3 mL de tampdn de aislamiento y se vuelve a centrifugar bajo
las mismas condiciones para obtener un Optimo rendimiento del proceso. Se
juntan los dos sobrenadantes obtenidos y se centrifuga de nuevo para
eliminar posibles contaminaciones con restos celulares. Una vez recogido el
sobrenadante, que contiene las mitocondrias, pasamos a la segunda parte del
aislamiento, que comprende tres centrifugaciones a 10000g durante 10
minutos a 4°C. Esta alta velocidad de centrifugaciéon conlleva la
precipitacion de las mitocondrias, obteniendo por tanto un precipitado rico
en mitocondrias que lavamos en sucesivas centrifugaciones. Tras la tercera
centrifugacion, el precipitado mitocondrial obtenido se resuspende en
tampon de aislamiento o en tampdn para la determinacion de peréxidos, a
razon de 2 plL/mg de precipitado mitocondrial o 20 uL/mg de precipitado
mitocondrial respectivamente. De este modo obtenemos una suspension
mitocondrial més o menos diluida en funcién de la determinacién a realizar.

En este caso se tomaron las siguientes aliquotas (en tubos
eppendorf):

- 200 puL para medir GSH. Afadir 50 uL. de PCA al 30% con

BPDS 5 mM.
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- 400 puL para medir GSSG. Anadir 100 uL de PCA al 30% con
BPDS 5 mM y NEM 100 mM.

- 100 pL para medir MDA. Congelar a -80°C.

- 50 uL para medir Proteinas. Congelar a -20°C.

- 250 uL para medir la Produccion de Peréxido de Hidrégeno (se

mide el mismo dia).

Las alicuotas tratadas con 4cido (para GSH y GSSG), se agitan en
el vortex y se centrifugan a 15000g durante 15 min a 4°C. A continuacion,
se congela el sobrenadante a -80°C (durante este proceso de homogenado

debe trabajarse en frio —hielo—).

3.2.7. Determinacion de la tasa de produccion

mitocondrial de peréoxido de hidrégeno

3.2.7.1. Fundamento

Utilizamos un método modificado a partir del desarrollado por
Barja G. en 1999 (Barja de Quiroga, 1999). Esta técnica se fundamenta en la
medida de la fluorescencia emitida (a 420 nm) por el dimero formado entre
el peroxido de hidrégeno producido por las mitocondrias en estado 4 y el
acido homovanilico (4cido 4-hidroxi-3-metilfenilacético), al ser excitado
por una haz de luz de una longitud de onda de 312 nm. La catdlisis de la
reaccion de dimerizacidn la lleva a cabo la enzima peroxidasa a medida que

se va formando el peréxido de hidrégeno (ver figura 3.5).
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Excitacion Emision
A=312nm A =420 nm
Peroxidasa
H,0, + Ac. Homovanilico —------------——- H,0, ® Ac. Homovanilico

Figura 3.5.- Esquema de deteccion de peroxido de hidrégeno.

Las mitocondrias, una vez aisladas del tejido correspondiente, se
incuban con sustratos de la cadena de transporte electronico mitocondrial
como el succinato 10 mM, que es sustrato del complejo II. Se realizan
determinaciones por duplicado de la cantidad de dimero H,0O,-4cido

homovanilico a los 5, 10, 15 y 20 minutos.

3.2.7.2. Reactivos

- Tampén para la determinacion de peréxido de hidrégeno:
EGTA 0.1 mM, KH,PO4 5 mM, MgCl, 3 mM, KCI 145 mM, HEPES 30
mM, enrasar con agua. El pH se ajusta con KOH al 20% hasta 7.4.

- Solucién Glicina-EDTA: Glicina 2 mM, EDTA 50 mM,
NaOH 2.2 mM, enrasar con agua. El pH se ajusta con KOH al 20% hasta
>11.

- Succinato potdsico 10 mM (concentracién final en el tubo):
Neutralizar acido succinico con KOH 20% hasta alcanzar pH=7.4. Enrasar
con tampoén para la determinacién de H,Os,.
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- Acido homovanilico (4cido 4-hidroxi-3-metilfenilacético) 0.1
mM (concentraciéon final en el tubo) disuelto en tampén para la
determinacion de H,O,.

- Peroxidasa de rabano 6 U/mL.

3.2.7.3. Procedimiento

Una vez aisladas las mitocondrias, el precipitado mitocondrial se
resuspende en tampon para la determinacién de peréxido de hidrégeno a
razon de 20 pl/mg de precipitado.

Por otro lado, realizamos la mezcla de reactivos que previamente
habremos preparado. Dicha mezcla contiene las siguientes cantidades de
reactivo por cada determinacion: 5 pl de peroxidasa de rabano 6 U/mL, 20
UL de dcido homovanilico 1 mM, 20 pL de succinato 0,1 M pH 7,4 y hasta
1.5 mL del tamp6n para la determinacién de H,O, previamente burbujeado
con aire durante 5 minutos. Dicha mezcla se utilizard para medir la
produccion de peréxido de hidrégeno en la cadena de transporte electrénico
mitocondrial aportando como donante de sustancias reductoras el succinato
(complejo II).

A continuacién se preparan tubos de polipropileno aptos para
centrifugar. Necesitaremos dos tubos por cada tiempo de incubacién a
realizar (5, 10, 15, 20 minutos). Se afiade a cada tubo 1.5 mL de la mezcla
de reaccion.

Preincubamos a 37°C durante 5 minutos en agitacion la suspension
mitocondrial y los tubos con la mezcla de reaccién. Transcurrido ese
periodo de tiempo, afiadimos 500 pLL de suspension mitocondrial respetando

los tiempos de incubacion a realizar. (Separamos una pequefia cantidad de
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suspensién mitocondrial para determinar el contenido proteico de la
muestra).

Detenemos la reaccion de dimerizacién aumentando el pH por medio
de la adicion de 1 mL de tampoén Glicina-EDTA pH=12.7. A medida que
paramos la reaccién, guardamos los tubos en hielo, y seguidamente
centrifugamos a 15000 g durante 15 minutos a 4°C.

Recogemos los sobrenadantes que contienen el dimero H,O,-
homovanilico y medimos con un fluorimetro la fluorescencia que emite a

420 nm de longitud de onda tras excitacion con un haz de luz de 312 nm.

3.2.7.4. Calculos

La fluorescencia emitida por los sobrenadantes se valora frente a una
recta patrén construida con perdxido de hidrégeno en presencia de dcido
homovanilico y peroxidasa. La recta patron se realiza afiadiendo a una
misma cantidad de 4cido homovanilico y peroxidasa, distintas cantidades de

peréxido de hidrégeno, como se indica en la tabla adjunta (tabla 3.1):

AC. ,
PEROXIDAS , TAMPON H,0,
TUBO HOMOVANILICO ,
(uL) PEROXIDOS (pL) (nmol/mL)

(BL)

1 5 20 1975 0

2 5 20 1975 1.0

3 5 20 1975 1.5

4 5 20 1975 2.0

Tabla 3.1.- Reactivos utilizados para la realizacion de la recta patrén del nivel

de peroxidos.

161




3. MATERIALES Y METODOS

Para realizar la determinacion fluorimétrica, se afiaden los reactivos
que indica la tabla adjunta a los tubos, y a continuacion se afiaden 1000 puL
de tampo6n glicina-EDTA a cada uno de los tubos y a partir de ese momento
se procede igual que con las muestras.

Los patrones de H,O, se realizan a partir de una solucién comercial
de perdéxido de hidrégeno al 33,3%. Primero se realiza una dilucién 1/ 10°
del perdoxido de hidrégeno comercial en el mismo tampon que utilizamos
para las muestras, y, a partir de ésta se obtiene una dilucién 1/10° de la
comercial (también en este tampdn). Esta serd la solucién que se utilizara
para realizar los patrones de H,O,.

Para calcular con exactitud la concentracion de la solucién comercial
de peréxido de hidrégeno debe medirse la absorbancia de la dilucién 1/ 10°a
una longitud de onda de 230 nm (Aj3) y, utilizando el coeficiente de
extinciéon molar (¢) del H,O, a esa longitud de onda (72,4 mM! x cm'l) y,
mediante la siguiente ecuacién, puede conocerse la concentracion de H,0O,

en cada tubo de la recta patron:

A, XuL H,0,x10*
€40, X1000 uL

= nmoles H,0,/mL

3.2.8. Determinacion de la concentracion de proteinas

3.2.8.1. Fundamento
Se toma una cantidad de suspension mitocondrial comprendida entre
50 y 100 mL y se conserva a —20 °C hasta su posterior utilizacion.

Empleamos el “Protein Assay Kit” de Sigma-Aldrich Quimica, basado en
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una modificacién de Peterson del método de Lowry (Lowry et al., 1951,
Peterson, 1977). El reactivo de Lowry, incluido en el kit, contiene
dodecilsulfato sédico, que facilita la disolucién de las proteinas
parcialmente insolubles y tartrato cuprico alcalino, que se une a las
proteinas. El método se basa en la reacién de las proteinas con el reactivo de
Folin, dando un complejo coloreado. Este reactivo es una disolucién de
tungstato sédico y molbidato sédico en dcido fosférico y clorhidrico. El
mecanismo del proceso es el siguiente: el Cu2+, en medio alcalino, forma un
complejo con los enlaces peptidicos de las proteinas reduciéndose a Cu®.
Este i6n, asi como los grupos R de los residuos de tirosina y triptéfano de
las proteinas, reaccionan con el reactivod de Folin, produciéndose
inicialmente un producto inestable que se reduce para formar un compuesto
coloreado azul.

La intensidad del color depende de la cantidad presente en las
proteinas de etos aminodcidos aromadticos y serd proporcional a la
concentracion de proteinas de la disolucidn.

La concentracion de una disolucion no conocida se calcula

extrapolando en una recta patrén la absorbancia obtenida a A=660nm.

3.2.8.2. Procedimiento

Anadir 25 pL de muestra (previa dilucion 1/8 en el caso de
mitocondrias resuspendidas en tampén de aislamiento) a un tubo de ensayo.
Completar con agua hasta 1 mL.

Preparar un blanco con 1 mL de agua y, ademds, un blanco que

contenga el mismo volumen que las muestras de una diluciéon 1/8 del
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tampon utilizado el aislamiento de las mitocondrias, ya que este tampdn
contiene seroalbimina bovina.

Anadir 1 mL del reactivo de Lowry a cada tubo, agitar en el vortex
e incubar 20 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.

Anadir 500 mL del reactivo de Folin, agitar en el vortex e incubar
30 minutos en oscuridad.

Realizar una lectura espectrofotométrica a 660 nm de longitud de

onda.

3.2.8.3. Calculos

Restar a cada muestra la absorbancia del blanco realizado con
tamp6n utilizado para el aislamiento de mitocondrias, y se valoran frente a
una recta patron construida con seroalbumina bovina en cantidades

comprendidas entre 0,01 y 0,1 mg/mL.

3.2.9. Determinacion de la actividad glutation

peroxidasa (GPx)

3.2.9.1. Fundamento
La actividad de la glutation peroxidasa se determind segun el
método propuesto por Flohe and Gunzler en 1984 (Flohe and Gunzler,

1984). La reaccién que permite su andlisis es la siguiente:
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GPx
H,0, + 2GSH GSSG + 2 H,O
NADPH + H' K 2 GSH + NADP*
Glutation
Reductasa

Figura 3.6.- Esquema del fundamento de la reaccién enzimatica.

De este modo, el glutation oxidado generado en la reaccidon
catalizada por la GPx, como consecuencia de la reduccion del peréxido de
hidrégeno, es a su vez reducido en la reaccion catalizada por la glutatién
reductasa, que utiliza NADPH como cofactor. La desaparicion de NADPH
puede monitorizarse espectofotométricamente a 340 nm de longitud de

onda.

3.2.9.2. Reactivos
- Tampon fosfato potasico 0.1 M, EDTA 1 mM, azida
sodica 1 mM, pH=7 (Tampdn Kpi - azida Na)
- Glutatién disulfuro reductasa 2.4 U/mL
- GSH 10 mM
- NADPH 1.5 mM disuelto en NaHCO3; 0.1%
- Peréxido de hdrégeno 1.5 mM
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3.2.9.3. Procedimiento

Preparar la siguiente mezcla de reactivos en la microcubeta, que
contiene:

. 590 pL. del tampén Kpi-azida Na (fosfato potdsico 0.1 M,
EDTA 1mM, azida sédica 1mM, ph=7)

. 10 pL de la suspensién mitocondrial
Después anadimos sucesivamente:

. 100 uL de la solucién de glutatién reductasa

. 100 uL de la solucién de glutation

Preincubar a 37°C durante 5 minutos. Seguidamente anadir 100
uL de la soluciéon de NADPH. Monitorizar durante 3 minutos la oxidacion

de NADPH hasta linea de base estable.

La reaccién se desencadena al afiadir a la solucién el peréxido de
hidrogeno, momento en el cual registramos durante 3 minutos la
disminucién de la absorbancia a 340 nm de longitud de onda, resultado de

la oxidacion del NADPH.

3.2.9.4. Calculos
La cantidad de NADPH oxidado por unidad de tiempo (c), se
calcula segtin la expresion siguiente:

_ Vs
exdxVm At
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Siendo:
Vf = volumen final (mL)
Vm = volumen de muestra (mL)
¢ = coeficiente de extincién molar (para el NAPDH = 6.22
mM"' x cm™
d = paso de luz de la cubeta
AA = incremento de los valores de absorbncia

At = incremento de tiempo

3.2.10. Determinacion de los niveles de
peroxidacion lipidica en mitocondrias  hepaticas

aisladas, tejidos y plasma

Para la determinacion de los niveles de peroxidaciéon lipidica
utilizamos como marcador de dafo oxidativo a lipidos el malondialdehido
(MDA), el cual se determiné mediante cromatografia liquida de alta presién

(HPLC).

3.2.10.1. Fundamento

Se ha seguido el método descrito por Young y colaboradores
(Young et al, 1987). Este método se basa en la hidrélisis de los
lipoper6xidos presentes en la muestra y posterior formaciéon de un aducto
entre el dcido 2-tiobarbitirico y el malondialdehido liberado (TBA-MDA,).
Puesto que el 4cido 2-tiobarbitdrico reacciona con distintos grupos
carbonilos presentes en la muestra, ademds, de con el malondialdehido, se
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realiza una separaciéon por cromatografia liquida de alta eficacia en fase
reversa del aducto 4dcido 2-tiobarbitdrico-malondialdehido del resto de las
sustancias reaccionantes presentes en las muestras.

Debido a que el malondialdehido proviene de los lipoperdxidos
presentes en el medio y, éstos se cuantifican segin el aducto TBA-MDA,,
es conveniente hablar de niveles de lipoperéxidos cuantificados como TBA-

MDA, en lugar de niveles de MDA.

3.2.10.2. Procedimiento

3.2.10.2.1. Homogenados

- Para MITOCONDRIAS: 10% p/v (100 mg tejido + 1 mL
tampon fosfato SO0mM + EDTA 1mM)

- Para TEJIDOS: 10% p/v (100 mg tejido + 1 mL tamp6n fosfato
50mM + EDTA 1mM)

- Para PLASMA: la muestra se toma directamente.

NOTA para las muestras de plasma. Si las muestras de plasma
estdn hemolizadas, la hemoglobina debe retirarse ya que interfiere en el
andlisis; para ello, antes de preparar las muestras debe hacerse lo siguiente:

- Tomar 100 uL de plasma y afadir 100 pL. de una solucién de
cloroformo/isopropanol (2/1).

- Agitar en vortex durante 2 minutos y dejar reposar 5 minutos a
temperatura ambiente; después centrifugar durante 10 minutos a 10000g a
4°C.

- Tomar 75 pL del sobrenadante y afiadir 75 puL de la solucién
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formada por cloroformo e isopropanol.

- Agitar en vortex durante 2 minutos y dejar reposar 5 minutos a
temperatura ambiente; después centrifugar durante 10 minutos a 10000g a
4°C.

- Del sobrenadante tomar 20 pL siguiendo, de este modo, el

protocolo de derivatizacion.

3.2.10.2.2. Derivatizaciéon

1. A 20 uL de muestra (o patrén) se le afiaden 480 uL de Acetato
Sédico 2M pH 3.5 + TBA 0.2%; se agita y se mantiene 60 minutos en un
bafio a 95 °C.

2. Una vez transcurrido ese tiempo se pone en hielo y se afiaden
500 pL de la solucién neutralizante (KH,PO4 60 mM pH 6.8).

3. Se centrifuga a 13000 g durante 5 minutos a 4 °C.

4. Tomar 200 pL del sobrenadante y mezclar con 200 pL de
tamp6n KH,PO, S0mM pH 3.5.

3.2.10.2.3. Técnica cromatografica

Se inyectan 50 pL del sobrenadante obtenido en el H.P.L.C. Debe
tenerse en cuenta que el aducto dcido 2-tiobarbitiricomalondialdehido es
estable a pH neutro-bdsico un méaximo de 20 minutos, por lo que se debe
operar con rapidez.

Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1 mL/minuto. La
elucion del aducto TBA-MDA, se realiza en condiciones isocraticas:

- 0-13 minutos: Fase A: KH,PO, 50 mM pH=6,8 y acetonitrilo

(83/17)
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- 13-24 minutos: Fae B: Acetonitrilo/H,O, (70:30)

- 24-45 minutos: Fase A: KH,PO, 50 mM pH=6,8 y acetonitrilo

(83/17)

El tiempo de retencion del aducto TBA-MDA, es
aproximadamente de 3.5 minutos.

La deteccién del aducto TBA-MDA, se realizé con un detector

ultravioleta visible a una longitud de onda de 532 nm.

3.2.10.4. Calculos

El é4rea del pico correspondiente al aducto TBA-MDA, se valora
frente a una recta patrén construida con MDA-bis. En la construccién de la
recta patron debe incluirse un blanco. La recta patrén se hace a partir de las
siguientes soluciones de MDA-bis: blanco; 0,6 uM; 1,5 uM; 6,0 uM; 15 uM
y 60 uM.

3.2.11. Determinacion del perfil metabélico en plasma

mediante resonancia magnética nuclear (*H NMR)

Con el plasma de todos los grupos de animales se procedié a realizar
un estudio metabolémico mediante espectroscopia de '"H RMN 'y andlisis
multivariable y analizar cuantitativamente los niveles de diferentes

metabolitos implicados en procesos bioquimicos y celulares diferenciales.
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3.2.11.1. Fundamento

La metabolomica tiene como objetivo el andlisis, en la muestra
bioldgica analizada (en este caso plasma), de las pequefias moléculas que
son producto del metabolismo. Esta informacién puede resultar fundamental
para la comprension de las rutas metabdlicas y procesos bioquimicos
caracteristicos del sistema en estudio, ya que habitualmente los compuestos
medidos representan los productos finales del metabolismo (Robertson,
2005, Robertson et al., 2005, Lenz and Wilson, 2007). La espectroscopia de
RM permite medir el contenido de protones en muestras bioldgicas
complejas de moléculas de pequefio peso molecular. El espectro de 'H da
informacién del nimero y tipo de hidrégenos diferentes que hay en la
molécula. La posicién en el espectro (desplazamiento quimico) determina el
entorno quimico del nudcleo, y por tanto da informacién de grupos
funcionales a los que pertenecen o que estdn cerca. La forma de la sefial da

informacion de los protones cercanos acoplados escalarmente.

3.2.11.2. Procedimiento

La preparacion de la muestra para realizar la espectrometria de RM
consistié en descongelar una alicuota de 25 puL de plasma (que estaba
congelado a -80°C). A cada muestra de plasma se le afaden 5 uLL de D,O y
se centrifugan a 10000 rpm durante 10 minutos a 20°C.

Una alicuota de 20 uL fue tomada del sobrenadante y colocada en
un tubo de 1 mm para NMR de alta resolucién (Bruker Biospin GmbH).
Todos los espectros fueron obtenidos con un Espectrometro Bruker Avance
DRX 600 (Valencia, Espafia) operando a una frecuencia 'H de 600.13 MHz.

El instrumento fue equipado con una sonda de Imm 'H/BC/PN.
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Las muestras se colocaron en un Robot SampleJet con control de
temperatura que mantuvo las mismas a 4°C hasta el momento de su medida
(no mds de 1 hora de espera). Una vez en el espectrometro, se esperd un
tiempo total de 3 minutos para que la temperatura de la muestra alcanzase
37°C estables antes de que los espectros fueran adquiridos.

Se midié un experimento de pulso-adquisicién con pre-saturacion
del agua para todas las muestras. Para evitar efectos sobre la intensidad de la
sefal diferente de la cantidad de metabolito, se prefirieron experimentos de
un solo pulso sin filtrar antes que secuencias de pulso filtradas.

Se usé una pre-saturacion durante 1 segundo a lo largo del periodo
de reciclado para la supresion de la sefial del disolvente. La anchura de
todos los espectros fue 8000 Hz para 'H. Antes de la transformacién de
Fourier, la FID (free induction decay) se multiplic6 por una ventana
exponencial de 0.3 Hz. Se realiz6 un referenciado del desplazamiento
quimico sobre la sefial del doblete CH3 de la alanina a 1.475 ppm en todos

los espectros.

3.2.11.3. Analisis de datos y calculos

Todos los espectros fueron procesados usando MNova (MestreLLab
S.A., 2008, Santiago de Compostela) y transferidos a MATLAB
(MathWorks Inc, 2006) usando sus secuencias para el andlisis de datos. Se
investigd la region de desplazamiento quimico incluyendo las resonancias
entre 0.50 y 4.70 ppm (regién alifatica) y 5.20 a 10.00 ppm (regién
aromdtica). Los espectros fueron normalizados al drea espectral total
alifatica para eliminar las diferencias en la concentracién de las muestras.

Los espectros fueron diezmados en cubos de 0.01 ppm y se realizé el
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andlisis estadistico usando las secuencias propias de MATLAB vy la libreria
de andlisis estadistico multivariable PLS_Toolbox. Las columnas fueron
centradas a la media antes del andlisis multivariable. Un Andlisis de
Componentes Principales (PCA) fue aplicado al conjunto de vectores
espectrales, ya que es capaz de representar estructuras de datos
multivariable complejas en un espacio de dimensionalidad reducida
conservando la estructura de los datos. Los componentes principales fueron
elegidos para explicar, al menos, el 45.2% de la varianza. Se usaron los
diagramas de carga de los componentes principales correspondientes para
detectar las posiciones de los metabolitos mas relevantes. EI método de
selecciéon para las posiciones relevantes incluyé una comparaciéon entre la
carga de cada columna y el valor medio en todos los espectros. Las
columnas con factores de carga mds grandes que los valores espectrales
medios fueron seleccionados como relevantes. Las sefiales de estos
metabolitos sefialados fueron integrados y cuantificados usando secuencias
de ajuste de picos semi-automaticas de MATLAB. Estas secuencias de
ajuste se basan en los procedimientos de optimizacion de Lavenberg-
Marquardt. La funcién objetivo para la optimizacion incluyé medidas de
espectros experimentales para soluciones estindar de los metabolitos
seleccionados con patrones de multiplete complejo y sefiales de curva
Lorentziana generadas tedricamente para aquellos metabolitos con patrones
espectrales mds simples. Se us6 el andlisis de varianza de una cola para
determinar la significatividad estadistica de las integrales correspondientes a

la media de los grupos controles y experimentales.
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3.2.12. Analisis estadistico de los resultados

Para el andlisis estadistico de los resultados, primero se realiz6 un
andlisis de la varianza. La hip6tesis nula fue aceptada para todos los valores
de aquellos grupos en los cuales F no fue significativa para un valor p <
0.05. Luego, el grupo de datos para los que F fue significativa fueron
analizados por el test de la t de Student. La simbologia empleada en el

presente trabajo es la siguiente: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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4. RESULTADOS

4.1. PRODUCCION DE RADICALES LIBRES.

Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado que la
ovariectomia durante 4 semanas supone un aumento de la produccién de
peréxido de hidrégeno por mitocondrias hepdticas en comparacién con las
ratas control. Asi mismo, se ha demostrado que la reposicién inmediata con
estradiol en ratas ovariectomizadas previene este aumento de produccién de

perdxido de hidrégeno (Borras et al., 2003).

4.1.1. TASA DE PRODUCCION DE PEROXIDO DE
HIDROGENO EN MITOCONDRIAS AISLADAS DE
HIGADO DE RATAS HEMBRAS

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar si el tiempo
transcurrido tras la ovariectomia podria influir sobre la producciéon de
peréxido de hidrégeno por mitocondrias hepdticas. Como hemos sefialado
en el apartado de Material y Métodos, disefiamos un estudio en el que
sacrificamos las ratas a distintos tiempos tras la ovariectomia,
concretamente tras 3, 6 y 9 semanas. Aislamos mitocondrias hepéticas y

determinamos la produccion de peréxido de hidrégeno.

4.1.1.1. Efecto de la ovariectomia

La figura 4.1 muestra que la tasa de produccién de perdxido de
hidrégeno en mitocondrias hepéticas, aportando sustratos del complejo II

(succinato) de la cadena de transporte electronico mitocondrial, de ratas
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hembra con ovariectomia fue significativamente mayor en comparacion con
las ratas control, y que esta tasa aumentd conforme aumentaron las semanas
de ovariectomia a las que se sometieron los diferentes grupos (OVX 3

p<0.05; OVX 6 p<0.01; OVX 9 p<0.001).

0.125- %k ——

0.100-

0.075-

0.050-

0.025-

nmolH2Z02 / min.mg prot.

0.000 e R
Sham  OVX3 OVX6  OVX9

Figura 4.1.- Tasa de produccion de peréxido de hidrogeno en mitocondrias aisladas de
higado de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas.
Los valores estan expresados como media + desviacion estandar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control; **p<.01 vs control; ***p<.001 vs control.

Por tanto, podemos afirmar que el tiempo transcurrido tras la
ovariectomia influye significativamente sobre la tasa de produccién de

perdxido de hidrégeno.
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4.1.1.2. Efecto de la reposicion inmediata con 17B-Estradiol

durante 3 semanas tras la ovariectomia

La figura 4.2 muestra que la tasa de produccién de peroxido de
hidrégeno en mitocondrias hepdticas aumentd tras tres semanas de
ovariectomia (p<0.05, Sham vs OVX 3), efecto que fue revertido al iniciar
la reposicién inmediata con estrégenos tras la ovariectomia (p<0.05, OVX 3

vs OVX 3E).
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Figura 4.2.- Tasa de produccion de peréxido de hidrogeno en mitocondrias aisladas de
higado de ratas ovariectomizadas de 3 semanas y con reposicion inmediata de estradiol
durante 3 semanas.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estandar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control; #p<.05 vs OVX 3.
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Este dato confirma lo anteriormente publicado por Borrds y cols.
(Borras et al.,, 2003). El tratamiento inmediato con estradiol tras la
ovariectomia restaura los niveles de produccién de peréxido de hidrégeno

por las mitocondrias aisladas de higado.

4.1.1.3. Efecto de la reposicion con 17B-Estradiol durante 3

semanas tras 3 y 6 semanas de ovariectomia

Como hemos visto en la figura 4.2, la reposicién inmediata con
estrogenos tras la ovariectomia previno el aumento en la produccién de
peroxidos.

Asi pues, nos planteamos también determinar si el retraso del
tratamiento con estradiol en 3 6 6 semanas tras la ovariectomia era o no
efectivo para prevenir el aumento en la produccion de peréxidos asociado a
la ovariectomia.

La figura 4.3 refleja los resultados obtenidos en la tasa de
produccién de peréxido de hidrogeno en los grupos de 6 semanas de
ovariectomia (OVX 6), de 3 semanas de ovariectomia seguido por un
periodo de 3 semanas con tratamiento con estradiol (OVX3 +3E), de
ovariectomia de 9 semanas (OVX 9) y de 6 semanas de ovariectomia

seguido de 3 semanas con tratamiento con estradiol (OVX 6 +3E).
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Figura 4.3.- Tasa de produccion de peréxido de hidrogeno en mitocondrias aisladas de
higado de ratas ovariectomizadas de 6 y 9 semanas y con reposicion de estradiol
durante 3 semanas tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control; **p<.01 vs control; ***p<.001 vs control.

Como se puede apreciar, todos los grupos aumentaron
significativamente sus tasas de produccidn respecto a los controles (p<0.01
en OVX 6 y OVX 3 +3E; p<0.001 en OVX 9 y p<0.05 en OVX 6 +3E). El
tratamiento con estradiol a partir de 3 semanas tras la ovariectomia no es
efectivo en la proteccion de las mitocondrias hepdticas frente a la
produccion de radicales libres. El grupo de ratas vehiculo no mostré
ninguna diferencia con respecto al grupo de ovariectomia (resultados no

mostrados).

4.1.1.4. Conclusion
Por tanto, el tratamiento de reposicion con estradiol es inefectivo
en la proteccion frente a la producciéon de peréxido de hidrégeno si se

instaura a partir de 3 semanas tras la ovariectomia en ratas.
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En la figura 4.4 aparecen reflejados los valores de la tasa de

produccién de peréxido de hidrégeno de todos los grupos experimentales,

en los que puede verse que el tratamiento con estradiol no provoca ninguna

mejora significativa respecto a los grupos ovariectomia excepto cuando la

reposicion se establece inmediatamente tras la ovariectomia.
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Figura 4.4.- Tasa de produccion de peréxido de hidrogeno en mitocondrias aisladas de

higado de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas y con reposicion de estradiol

durante 3 semanas inmediatamente, o tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control; **p<.01 vs control; ***p<.001 vs control;

#p<.05 vs OVX 3.
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4.2. NIVELES DE ANTIOXIDANTES.

Como hemos sefialado en la Introduccién, el estrés oxidativo se
define como el desequilibrio entre la produccién de radicales libres y los
niveles de antioxidantes, a favor de los primeros (Sies, 1986). Las figuras
anteriores muestran la produccién de peréxido de hidrégeno, y en las
siguientes mostramos los niveles de antioxidantes para poder establecer si

existen diferencias de estrés oxidativo entre los diversos grupos de estudio.

4.2.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GLUTATION
PEROXIDASA (GPx) EN MITOCONDRIAS AISLADAS DE
HIGADO DE RATAS HEMBRAS.

Determinamos la actividad enzimdtica de la glutatiéon peroxidasa,
una de las enzimas antioxidantes presente en las mitocondrias y que

detoxifica el peréxido de hidrégeno.

4.2.1.1. Efecto de la ovariectomia

Aislamos mitocondrias de higado y determinamos su actividad,
comprobando (figura 4.5) que la ovariectomia de 3 semanas disminuia su

actividad (p<0.001), al igual que la de 6 (p<0.001) y 9 semanas (p<0.01)

respecto al grupo control.
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Figura 4.5.- Actividad de la enzima glutation peroxidasa en mitocondrias aisladas de

higado de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: **p<.01 vs control; ***p<.001 vs control.

4.2.1.2. Efecto de la reposicion inmediata con 17B-Estradiol

durante 3 semanas tras la ovariectomia

Del mismo modo que determinamos qué ocurria en la tasa de
produccion de peréxido de hidrégeno tras la ovariectomia y la reposicion
inmediata con estrégenos, quisimos determinar el efecto sobre la actividad

enzimatica de la glutation peroxidasa.

Como muestra la figura 4.6, el tratamiento inmediato con estradiol

durante las 3 semanas (OVX 3E) revertia este descenso de actividad
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(p<0.05) observado en la ovariectomia de 3 semanas (OVX 3). El grupo de

ratas vehiculo no mostr6 ninguna diferencia con respecto al grupo de

ovariectomia.
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Figura 4.6.- Actividad de la enzima glutation peroxidasa en mitocondrias aisladas de

higado de ratas ovariectomizadas de 3 semanas y con reposicion inmediata de estradiol
durante 3 semanas.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: ***p<.001 vs control; #p<.05 vs OVX 3.

4.2.1.3. Efecto de la reposicion con 17B-Estradiol durante 3

semanas tras 3 y 6 semanas de ovariectomia

Posteriormente, y para ver si los diferentes tiempos de aplicacion

del tratamiento influian en la actividad de dicha enzima, también se
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determiné en el grupo de 6 y 9 semanas de ovariectomia y en los grupos de
reposicion tardia (3 y 6 semanas).

Los resultados muestran en la figura 4.7 cémo la actividad de la
glutatién peroxidasa descendié muy significativamente (p<0.001 en OVX 6;
p<0.01 en OVX 9) en el grupo de ratas ovariectomizadas y, en menor
medida, en el grupo tratado con estradiol (p<0.01 en OVX 3 +3E; p<0.01 en
OVX 6 +3E). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre estos
dos grupos. El grupo de ratas vehiculo no mostré ninguna diferencia con

respecto al grupo de ovariectomia.

0.45- — * k%
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Figura 4.7.- Actividad de la enzima glutatién peroxidasa en mitocondrias aisladas de
higado de ratas ovariectomizadas de 6 y 9 semanas y con reposicion de estradiol
durante 3 semanas tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estan expresados como media + desviacién estandar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control; **p<.01 vs control; ***p<.001 vs control.

Por tanto, el tratamiento con estradiol tras 3 6 6 semanas de
instaurarse la ovariectomia no es efectivo sobre la recuperaciéon de la

actividad glutation peroxidasa.
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4.2.1.4. Conclusion

En la figura 4.8 se muestran todos los grupos experimentales en los
que se aprecia que el tratamiento con estradiol tras la ovariectomia es
efectivo a nivel de actividad enzimdtica antioxidante mitocondrial
solamente al iniciarlo inmediatamente, no consiguiéndose mejoras en

periodos mads tardios.
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Figura 4.8.- Actividad de la enzima glutation peroxidasa en mitocondrias aisladas de
higado de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas semanas y con reposicion de
estradiol durante 3 semanas inmediatamente, o tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia
estadistica se expresa como: *p<.05 vs control; **p<.01 vs control; ***p<.001 vs control;
#p<.05 vs OVX 3.
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4.3. DANO OXIDATIVO.

Una vez establecido que existe una diferencia de estrés oxidativo
entre los diversos grupos estudiados, determinamos si estas diferencias se
traducian también en diferencias en dafio oxidativo a biomoléculas como los

lipidos.

4.3.1. NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA EN
MITOCONDRIAS AISLADAS DE HIGADO DE RATAS
HEMBRAS.

Para evaluar el dafio oxidativo en nuestro estudio, realizamos la
determinacién de los niveles de peroxidaciéon lipidica determinados en
forma de malondialdehido (MDA) en mitocondrias aisladas de higado en los

grupos experimentales del presente trabajo.

4.3.1.1. Efecto de la ovariectomia

En la figura 4.9 se muestran los niveles de MDA en el grupo de
ovariectomia de 3, 6 y 9 semanas en comparacién con el control (p<0.01,
Sham vs OVX 3; p<0.05 Sham vs OVX 6), los cuales se incrementan en
periodos cortos de ovariectomia (OVX 3 y 6) y van disminuyendo a medida

que se alarga el periodo del mismo (OVX 9).
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Figura 4.9.- Niveles de MDA en mitocondrias aisladas de higado de ratas
ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas.
Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control; **p<.01 vs control.

4.3.1.2. Efecto de la reposicion inmediata con 17B-Estradiol

durante 3 semanas tras la ovariectomia

En la figura 4.10 se muestra un aumento de los niveles de MDA en
el grupo de ovariectomia de 3 semanas en comparaciéon con el control
(p<0.01, Sham vs OVX 3), que revierte al tratar con estradiol
inmediatamente tras la ovariectomia (OVX 3E). El grupo de ratas vehiculo
no mostré ninguna diferencia con respecto al grupo de ovariectomia.

Por tanto, el tratamiento inmediato con estradiol tras la
ovariectomia es efectivo en la prevencion del dafio oxidativo a lipidos

producido por la ovariectomia en mitocondrias hepaticas.
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Figura 4.10.- Niveles de MDA en mitocondrias aisladas de higado de ratas

ovariectomizadas de 3 semanas y con reposicion inmediata de estradiol durante 3

semanas.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: **p<.01 vs control.

4.3.1.3. Efecto de la reposicion con 17B-Estradiol durante 3

semanas tras 3 y 6 semanas de ovariectomia

El incremento de los niveles de MDA en las mitocondrias hepaticas

aisladas también ocurri6 en el grupo de ovariectomia de 6 semanas

(p<0.05), aunque no hubo cambios en el grupo de 9 semanas, descendiendo

al tratar con estradiol las ratas ovariectomizadas las 3 ultimas semanas en

ambos grupos (figura 4.11). El grupo de ratas vehiculo no mostré ninguna
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diferencia con respecto al grupo de ovariectomia. Esto indica que en el caso
de la peroxidacion lipidica el estradiol si parece tener un ligero efecto

protector aunque el tratamiento se inicie después de 3 semanas de

ovariectomia.
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Figura 4.11.- Niveles de MDA de hidrégeno en mitocondrias aisladas de higado de
ratas ovariectomizadas de 6 y 9 semanas y con reposicion de estradiol durante 3
semanas inmediatamente o tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control.

4.3.1.4. Conclusion

De forma global, se muestran en la figura 4.12 todos los grupos
experimentales donde se observa claramente el efecto negativo de la
ovariectomia sobre los niveles de MDA en las mitocondrias hepéticas (de
forma significativa en los grupos de 3 y 6 semanas). Asi mismo, el beneficio
del tratamiento con estradiol se da en todos los periodos aunque no de

manera significativa respecto al grupo de ovariectomia.
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Figura 4.12.- Tasa de produccion de peréxido de hidrégeno en mitocondrias aisladas
de higado de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas y con reposicion de estradiol
durante 3 semanas inmediatamente, o tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control; **p<.01 vs control.

4.3.2. NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA EN
PLASMA DE RATAS HEMBRAS.

Para comprobar si los resultados obtenidos en mitocondrias se
extendian a nivel sistémico, determinamos los niveles de peroxidacién

lipidica en el plasma de los diversos grupos.
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4.3.2.1. Efecto de la ovariectomia

Asi pues, la figura 4.13 muestra los niveles de peroxidacion lipidica
determinados en forma de MDA en plasma, donde se observa un aumento
significativo (p<0.05) con la ovariectomia de 3 semanas, aunque periodos

mds largos (6 y 9 semanas) no se diferencian significativamente del grupo

control.
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Figura 4.13.- Niveles de MDA en plasma de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9
semanas.
Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control.
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4.3.2.2. Efecto de la reposicion inmediata con 17B-Estradiol

durante 3 semanas tras la ovariectomia

La ovariectomia de 3 semanas produjo un aumento significativo
(p<0.05) de los niveles de peroxidacién lipidica respecto al control (figura
4.14), los cuales descienden hasta casi igualar al control en el grupo tratado
con estradiol inmediatamente tras la ovariectomia. El grupo de ratas

vehiculo no mostr6 ninguna diferencia con respecto al grupo de

ovariectomia.
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Figura 4.14.- Niveles de MDA en plasma de ratas ovariectomizadas de 3 semanas y con
reposicién inmediata de estradiol durante 3 semanas.
Los valores estan expresados como media + desviacién estandar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control.
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4.3.2.3. Efecto de la reposicion con 17B-Estradiol durante 3

semanas tras 3 y 6 semanas de ovariectomia

En la siguiente figura 4.15, se muestra como no hubo cambios en

ningin grupo respecto al control ni por efecto de la ovariectomia o la

reposicion con estradiol en los niveles de MDA, ya fuese en los grupos de 6

semanas de ovariectomia y de 3 semanas de ovariectomia seguido por un

periodo de 3 semanas con tratamiento con estradiol, asi como los de

ovariectomia de 9 semanas, ademds del grupo de 6 semanas de

ovariectomia seguido de 3 semanas con tratamiento con estradiol. El grupo

de ratas vehiculo no mostré ninguna diferencia con respecto al grupo de

ovariectomia.
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Figura 4.15.- Niveles de MDA en plasma de ratas ovariectomizadas de 6 y 9 semanas y

con reposicion de estradiol durante 3 semanas tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacién estandar (n= 5-8).
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4.3.2.4. Conclusion

Se muestran todos los grupos experimentales en la figura 4.16, en
la cual se aprecia que la ovariectomia de 3 semanas es la tinica situacion en
la que se elevan significativamente los niveles de MDA respecto al control
(p<0.05), devolviéndolos a valores normales el tratamiento inmediato con
estradiol.

Paradéjicamente, periodos mds largos con y sin reposicién no

consiguen elevar estos niveles de peroxidacion lipidica a nivel plasmaético.
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Figura 4.16 Niveles de MDA en plasma de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas
y con reposicion de estradiol durante 3 semanas inmediatamente, o tras 3 y 6 de
ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control.
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Parece por tanto, que el efecto que se observa en mitocondrias
aisladas se extiende a nivel sistémico tras 3 semanas de ovariectomia y
reposicion con estradiol, pero no después de esas 3 semanas, lo cual indica

que podria haber algin tipo de compensacion sistémica por la agresion.

4.3.3. NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA EN
CEREBRO DE RATAS HEMBRAS.

Para comprobar si el dafio oxidativo observado en las mitocondrias
aisladas de higado y plasma se hacian extensibles a algunos de los
principales 6rganos de interés estudiados en otros apartados (4.3.4 y 4.3.5)
de la presente tesis, decidimos medir los niveles de peroxidacién lipidica

(MDA) en cerebro.

4.3.3.1. Efecto de la ovariectomia

Como se observa en la figura 4.17, la ovariectomia de 3 semanas
disminuy6 los niveles de MDA significativamente, aspecto que no ocurrid
ni en el de 6 semanas (aumentd respecto al control) ni en el de 9 semanas
(disminuyé en comparacién con el grupo control), en ninguno de los dos de

forma significativa.
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Figura 4.17.- Niveles de MDA en cerebro de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9
semanas.
Los valores estan expresados como media + desviacion estandar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control.

4.3.3.2. Efecto de la reposicion inmediata con 173-Estradiol

durante 3 semanas tras la ovariectomia

Contrario al efecto visto anteriormente, la figura 4.18 muestra
como la reposiciéon inmediata con estradiol durante 3 semanas disminuy6
los niveles de MDA, pero solo respecto al control y de forma no
significativa, no observandose tampoco diferencias respecto al grupo de

ovariectomia.
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Figura 4.18.- Niveles de MDA en cerebro de ratas ovariectomizadas de 3 semanas y
con reposicion inmediata de estradiol durante 3 semanas.
Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control.

4.3.3.3. Efecto de la reposicion con 17B-Estradiol durante 3

semanas tras 3 y 6 semanas de ovariectomia

Los periodos mayores de ovariectomia y reposicion con estradiol
(de 6 y 9 semanas con y sin tratamiento con estradiol) no provocaron
modificacién alguna de forma significativa respecto al grupo control ni

entre dichos grupos, como refleja la figura 4.19.
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Figura 4.19.- Niveles de MDA de cerebro de ratas ovariectomizadas de 6 y 9 semanas y
con reposicién inmediata de estradiol durante 3 semanas tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacién estandar (n= 5-8).

4.3.3.4. Conclusion

Para concluir con el dafio oxidativo en el cerebro, podriamos ver
como la figura 4.20 nos da una idea de la variabilidad del efecto de los
diferentes periodos de ovariectomia y reposicién con estradiol, ya que no

existe un resultado claro entre dichos grupos experimentales.
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Figura 4.20.- Niveles de MDA de cerebro de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9

semanas y con reposicion de estradiol durante 3 semanas inmediatamente, o tras 3y 6

de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control.

4.3.4. NIVELES DE PEROXIDACION LIPIiDICA EN
HIGADO DE RATAS HEMBRAS.

Siguiendo con otro érgano de interés y, observado el efecto de la
ovariectomia y el tratamiento con estradiol en las mitocondrias aisladas de

higado, decidimos medir los niveles de peroxidacion lipidica (MDA) en este

caso el higado.
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4.3.4.1. Efecto de la ovariectomia

Como se observa en la figura 4.21, ninguno de los periodos de
ovariectomia (3, 6 6 9 semanas) modific los niveles de MDA respecto al

grupo control.
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Figura 4.21.- Niveles de MDA en higado de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9
semanas.

Los valores estdn expresados como media + desviacién estandar (n= 5-8).

Por lo que parece ser que la mitocondria aislada y no el higado en

su conjunto, estd implicada en el dafio producido por la ovariectomia.
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4.3.4.2. Efecto de la reposicion inmediata con 17B-Estradiol

durante 3 semanas tras la ovariectomia

Ningin efecto se observd en el grupo de ovariectomia inmediata
tras la ovariectomia durante 3 semanas, ni siquiera en el grupo tratado con
estradiol (figura 4.22). Lo cual deja en evidencia la importancia de la acciéon

del tratamiento hormonal sobre la mitocondria de forma especifica.
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Figura 4.22.- Niveles de MDA en higado de ratas ovariectomizadas de 3 semanas y con
reposicion inmediata de estradiol durante 3 semanas.

Los valores estan expresados como media + desviacién estandar (n= 5-8).
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4.3.4.3. Efecto de la reposiciéon con 17B-Estradiol durante 3

semanas tras 3 y 6 semanas de ovariectomia

Del mismo modo, observando la figura 4.23 queda claro que
realizar periodos més largos tanto en los grupos de ovariectomia como en el
inicio de los tratamientos con estradiol, no modificaron de ningtin modo los

valores de MDA en higado.
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Figura 4.23.- Niveles de MDA en higado de ratas ovariectomizadas de 6 y 9 semanas y
con reposicion de estradiol durante 3 semanas tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacién estandar (n= 5-8).

4.3.4.4. Conclusion

La figura 4.24 resume el nulo efecto de la ovariectomia y el
tratamiento con estradiol sobre el higado de las ratas hembras en relacion al

dafio oxidativo medido como peroxidacién lipidica.
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Ello resalta la teoria mitocondrial de los radicales libres del

envejecimiento, pues el dafio se produce fundamentalmente a nivel

mitocondrial.
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Figura 4.24.- Niveles de MDA en higado de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas

y con reposicion de estradiol durante 3 semanas inmediatamente, o tras 3 y 6 de

ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacién estandar (n= 5-8).
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4.3.5. NIVELES DE PEROXIDACION LIPIiDICA EN
CORAZON DE RATAS HEMBRAS.

Por ultimo, quisimos evaluar el corazén en cuanto al dafio

oxidativo midiendo los niveles de MDA.
4.3.5.1. Efecto de la ovariectomia
Asi, la figura 4.25 refleja que, aunque no de manera significativa y

contrariamente a lo esperado, 3 y 6 semanas de ovariectomia disminuyen los

niveles de MDA en corazén, pero aumentdndolos tras 9 semanas de la

ovariectomia.
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Figura 4.25.- Niveles de MDA en corazén de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9
semanas.

Los valores estdn expresados como media + desviacién estandar (n= 5-8).
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4.3.5.2. Efecto de la reposicion inmediata con 17B-Estradiol

durante 3 semanas tras la ovariectomia

Sin embargo y, a diferencia de lo que ocurria en los dos érganos
estudiados anteriormente (cerebro e higado) y de forma similar a lo
observado en las mitocondrias aisladas de higado, la figura 4.26 muestra
como la ovariectomia seguida inmediatamente por 3 semanas de reposicién

con estradiol, disminuye los niveles de peroxidacion lipidica respecto al

control.
0.9-
o 0.8-
2 0.7-

g
=

= S

o

=

Sham ovX3 OVX 3E

nmol MDA/ m
_O

O = N W & O O

| | | ] ] 1

o

Figura 4.26.- Niveles de MDA en corazon de ratas ovariectomizadas de 3 semanas y
con reposicion inmediata de estradiol durante 3 semanas.
Los valores estan expresados como media + desviacion estandar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control.
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4.3.5.3. Efecto de la reposicion con 17B-Estradiol durante 3

semanas tras 3 y 6 semanas de ovariectomia

En la figura 4.27 se observa como iniciar el tratamiento con
estradiol transcurrido un tiempo tras producir la ovariectomia no consigue
disminuir los niveles de MDA ni respecto al grupo control ni con su grupo

ovariectomia de 6 y 9 semanas.
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Figura 4.27.- Niveles de MDA en corazon de ratas ovariectomizadas de 6 y 9 semanas
y con reposicion de estradiol durante 3 semanas tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estan expresados como media + desviacién estdndar (n= 5-8).
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4.3.5.4. Conclusion

De forma clara, vemos en la figura 4.28 cémo no hay diferencia en
ninguno de los grupos estudiados, con la salvedad del efecto favorable del
que inici6 el tratamiento con estradiol inmediatamente tras la ovariectomia
(OVX 3E).

Asi, en el apartado de Dafio Oxidativo, encontramos que a nivel del
corazén queda patente la importancia de que el inicio del tratamiento
hormonal si puede influir en este 6rgano en particular y, puede que, sobre el
sistema cardiovascular en general, como ha sido publicado recientemente

(Merz, 2009).
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Figura 4.28.- Niveles de MDA en corazén de ratas ovariectomizadas de 3, 6 y 9
semanas y con reposicion de estradiol durante 3 semanas inmediatamente, o tras 3y 6
de ovariectomia.

Los valores estan expresados como media + desviacion estandar (n= 5-8). La diferencia

estadistica se expresa como: *p<.05 vs control.
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4.4. CONSUMO CEREBRAL DE GLUCOSA IN VIVO MEDIANTE
LA TOMOGRAFIA POR EMISION DE POSITRONES (PET).

Como hemos senalado en la introduccidn, existen muchos estudios
que relacionan el consumo cerebral de glucosa con diversas enfermedades
relacionadas con el envejecimiento, especialmente la enfermedad de
Alzheimer (Small et al., 2006a, de Leon et al., 2007). Asi mismo, se ha
observado que la menopausia en mujeres disminuye el consumo cerebral de
glucosa y que la reposicion con estrogenos revierte este descenso (Rasgon et

al., 2005).

Por ello, en este trabajo pretendemos un doble objetivo:

1.- Por un lado observar qué efecto tiene el envejecimiento sobre el
consumo cerebral de glucosa
2.- Por otro, determinar el efecto de la reposicién con estrégenos a

distintos tiempos tras inducir la menopausia en ratas.

44.1. EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE EL
CONSUMO CEREBRAL DE GLUCOSA EN RATAS
HEMBRAS.

Respondiendo al primer objetivo de este apartado, en la figura 4.29

se muestra el consumo cerebral de glucosa in vivo de ratas jovenes (3-4
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meses) y viejas (22-24 meses) y como se puede comprobar, éste disminuyo
significativamente con la edad. (p<0.05).

El cerebro de las ratas jovenes consumié alrededor del doble de
glucosa en comparacién con las viejas. Por tanto, el envejecimiento

interfiere con el consumo cerebral de glucosa en ratas.
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Figura 4.29.- Consumo cerebral de glucosa irn vivo en ratas jovenes (3-4
meses) y viejas (22-24 meses). Imagen coronal de cerebro (intensidad expresada
como “mdxima captacion por corte”. (B) Metabolismo cerebral de glucosa (FDG)
expresado como SUV.

Valores expresados como media + SD (n= 6). La diferencia estadistica estd

expresada como: *p<.05 vs control.
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44.2. EFECTO DE LA OVARIECTOMIiA SOBRE EL
CONSUMO CEREBRAL DE GLUCOSA IN VIVO EN RATAS
HEMBRAS.

Para responder al segundo objetivo antes propuesto, se analizé el

consumo cerebral de glucosa en todos los grupos de ovariectomia.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.30, donde se
observa un descenso significativo en los periodos de 3 (p<0.01) y 6 (p<0.05)
semanas tras la ovariectomia comparado con el grupo control. No se pudo
realizar la medida mediante PET del grupo de ovariectomia 9 semanas

(OVX9).
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Figura 4.30.- Consumo cerebral de glucosa in vivo en ratas ovariectomizadas de 3 y 6
semanas. (A) Imagen coronal de cerebro (intensidad expresada como “mdaxima captacién
por corte”. (B) Metabolismo cerebral de glucosa (FDG) expresado como SUV.

Valores expresados como media £ SD (n= 5-8). La diferencia estadistica estd expresada

como: *p<.05 vs control; **p<.01 vs control.
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4.4.3. EFECTO DE LA REPOSICION INMEDIATA CON 17p-
ESTRADIOL DURANTE 3 SEMANAS TRAS LA
OVARIECTOMIA SOBRE EL CONSUMO CEREBRAL DE
GLUCOSA IN VIVO EN RATAS HEMBRAS.

La figura 4.31 muestra el consumo cerebral de glucosa in vivo del
grupo de ratas con ovariectomia de 3 semanas y su disminucién respecto al
control (p<0.01). Ademads, podemos comprobar coémo el tratamiento
inmediato con estradiol tras la ovariectomia previno este descenso de

manera significativa (p<0.001).
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Figura 4.31.- Consumo cerebral de glucosa in vivo en ratas ovariectomizadas de 3
semanas y con reposicion inmediata de estradiol durante 3 semanas. (A) Imagen
coronal de cerebro (intensidad expresada como “mdxima captacién por corte”. (B)
Metabolismo cerebral de glucosa (FDG) expresado como SUV.

Valores expresados como media = SD (n= 5-8). La diferencia estadistica estd expresada

como: **p<.01 vs control; ###p<.05 vs OVX 3.

Por tanto, el estradiol previno el descenso de consumo cerebral de

glucosa cuando se administré inmediatamente tras la menopausia.

215




4. RESULTADOS

4.4.4. EFECTO DE LA REPOSICION CON 17B-ESTRADIOL
DURANTE 3 SEMANAS TRAS 3 Y 6 SEMANAS DE
OVARIECTOMIA SOBRE EL CONSUMO CEREBRAL DE
GLUCOSA IN VIVO EN RATAS HEMBRAS.

A continuacién, y para ver si este consumo seguia los mismos
patrones de modificacién que los pardmetros de estrés oxidativo estudiados,
se muestran en la figura 4.32 los grupos de 6 semanas de ovariectomia, y los
de 3 6 6 semanas de ovariectomia seguido por un periodo de 3 semanas con

tratamiento con estradiol.

Como se puede apreciar tras 6 semanas de ovariectomia, el
consumo cerebral de glucosa se mantuvo a niveles considerablemente mas
bajos en comparacion con el control (p<0.05), y el tratamiento con estradiol,
ya sea 3 6 6 semanas tras la ovariectomia no ejercié ningin efecto de

reversion sobre el consumo cerebral de glucosa.
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Figura 4.32.- Consumo cerebral de glucosa in vivo en ratas ovariectomizadas de 3
semanas y con reposicion de estradiol durante 3 semanas tras 3 y 6 de ovariectomia.
(A) Imagen coronal de cerebro (intensidad expresada como “mdxima captacién por corte”.
(B) Metabolismo cerebral de glucosa (FDG) expresado como SUV.

Valores expresados como media + SD (n= 5-8). La diferencia estadistica estd expresada

como: *p<.05 vs control.
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4.4.5. CONCLUSION.

En la figura 4.33 se muestran todos los grupos experimentales en
los que se aprecia que el tratamiento con estradiol tras la ovariectomia fue
totalmente beneficioso sobre el consumo cerebral de glucosa en el grupo
con el tratamiento inmediato y cdmo después no se aprecia ningin efecto

positivo.
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Figura 4.33.- Consumo cerebral de glucosa in vivo en ratas ovariectomizadas de 3 y 6
semanas y con reposicion de estradiol durante 3 semanas inmediatamente, o tras 3y 6
de ovariectomia. (A) Imagen coronal de cerebro (intensidad expresada como “mdxima
captacioén por corte”. (B) Metabolismo cerebral de glucosa (FDG) expresado como SUV.

Valores expresados como media + SD (n= 5-8). La diferencia estadistica estd expresada

como: *p<.05 vs control; **p<.01 vs control; ###p<.05 vs OVX 3.
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4.5. DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO EN PLASMA
MEDIANTE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (‘H NMR).

Uno de los objetivos de la presente tesis es estudiar el efecto sobre
el perfil metabdlico de la terapia sustitutiva con estrégenos (TSE)
administrada a distintos tiempos tras la ovariectomia (OVX) en ratas
jovenes. A continuacién, se muestran los resultados obtenidos que nos
ayudardn a interpretar y relacionar estos datos con los obtenidos en los

demas experimentos.

4.5.1. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCA)
de espectro de RMN de PLASMA.

Este andlisis, al ser capaz de representar estructuras de datos
multivariable complejas en un espacio de dimensionalidad reducida
conservando la estructura de los datos (los componentes principales
explican, al menos, el 59.5% de la varianza), nos permitird detectar
agrupaciones y patrones de las distintas muestras en funcién de su
composicién metabdlica global. A su vez, el peso en cada eje (componente
principal) de las distintas resonancias y la comparacion de su valor respecto
al valor medio en todos los espectros nos indica los metabolitos maés

relevantes.

220




4. RESULTADOS

En la figura 4.34 se muestra la superposicion de todos los espectros
estudiados, donde se observa claramente la reproducibilidad de los espectros
de RMN, la complejidad del espectro y del detalle metabdlico (zooms) y, lo
mads importante, que el espectro estd dominado por los lipidos, siendo ésta la

mayor influencia en el PCA.
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Figura 4.34.- Superposicion de la region alifatica de todos los espectros de RMN
estudiados con una indicacién general de los metabolitos observados y una ampliacién
de regiones de interés. En la ampliacion de la regién de lipidos a 0.9 ppm se observa la
complejidad del solapamiento de las distintas contribuciones lipidicas y la variacién entre

muestra.
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4.5.1.1. Efecto de la ovariectomia

Los resultados obtenidos en este andlisis de todos los grupos de
ovariectomia se muestran en la figura 4.35, donde se observa un claro
alejamiento en todos y cada uno de los periodos de ovariectomia, respecto al

grupo control.
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Figura 4.35.- Puntuaciones del PCA realizado para comparar el metabonoma del
plasma de ratas ovariectomizadas —-OVX- (3, 6 y 9 semanas) respecto al grupo control.
Grupo control (tridngulo verde), Grupo OVX 3 semanas (circulo rojo), Grupo OVX 6
semanas (circulo naranja), Grupo OVX 9 semanas (circulo dorado). Los grupos con
estradiol permanecen como pequefios puntos negros ya que son interpretados en otras

gréficas.
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4.5.1.2. Efecto de la reposicion inmediata con 17B-Estradiol

durante 3 semanas tras la ovariectomia

La figura 4.36 muestra los resultados del PCA para el grupo de
ratas con ovariectomia de 3 semanas y su comparacién respecto al control.
El tratamiento inmediato tras la ovariectomia con estradiol se asemeja, en

cuanto al perfil metabdlico, al grupo control y no al grupo OVX 3.
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Figura 4.36.- Puntuaciones del PCA realizado para comparar el metabonoma del
plasma de ratas ovariectomizadas de 3 semanas (OVX 3) y con reposiciéon inmediata
de estradiol durante 3 semanas (OVX 3E). Grupo control (tridngulo verde), Grupo OVX
3 semanas (circulo rojo), Grupo OVX 3E (cuadrado turquesa). Los demds grupos

permanecen como pequeflos puntos negros ya que son interpretados en otras gréficas.
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4.5.1.3. Efecto de la reposicion con 17B-Estradiol durante 3

semanas tras 3 y 6 semanas de ovariectomia

En la figura 4.37 observamos los resultados del PCA para los
grupos de 6 semanas de ovariectomia y de 3 semanas y 6 semanas de
ovariectomia seguido por un periodo de 3 semanas con tratamiento con
estradiol.

Como se puede apreciar en ninguno de estos grupos el metabonoma
se asemeja al grupo control.

Si es de destacar, que los valores de los grupos repuestos con
estradiol y los relativos a un periodo menor de ovariectomia (3 semanas),
parecen estar mds proximos al grupo control, pero lejos de los datos

mostrados en la figura 4.35 por el grupo OVX 3E
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Figura 4.37.- Puntuaciones del PCA realizado para comparar el metabonoma del
plasma de ratas ovariectomizadas de 6 y 9 semanas (OVX 6 y OVX 9) y con reposicién
de estradiol durante 3 semanas tras 3 y 6 de ovariectomia (OVX 3 +3E y OVX 6 +3E).
Grupo control (tridngulo verde), Grupo OVX 6 semanas (circulo naranja), Grupo OVX 3
+3E (cuadrado azul), Grupo OVX 9 (circulo dorado), Grupo OVX 6 +3E (cuadrado
morado). Los demds grupos permanecen como pequeflos puntos negros ya que son

interpretados en otras graficas.

4.5.1.4. Conclusion

Como en anteriores ensayos, en la siguiente figura (4.38), se
muestran todos los grupos experimentales en los que se aprecia que el

tratamiento inmediato con estradiol tras la ovariectomia tiene un efecto que
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hace similar su perfil metabdlico, respecto a los componentes principales de
sus espectros, al grupo control. Hecho que no se observa en inicios mas
tardios del tratamiento y que son muy diferentes a los resultados obtenidos

en los grupos de ovariectomia.
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Figura 4.38.- Puntuaciones del PCA realizado para comparar el metabonoma del
plasma de ratas ovariectomizadas de 3 y 6 semanas, y con reposicion inmediata de
estradiol durante 3 semanas inmediatamente, tras 3 y 6 de ovariectomia. Grupo control
(tridngulo verde), Grupo OVX 3 semanas (circulo rojo), Grupo OVX 3E (cuadrado
turquesa), Grupo OVX 6 semanas (circulo naranja), Grupo OVX 3 +3E (cuadrado azul),
Grupo OVX 9 (circulo dorado), Grupo OVX 6 +3E (cuadrado morado). Los demads grupos

permanecen como pequefios puntos negros ya que son interpretados en otras gréficas.
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4.5.2. METABOLITOS DE ESPECIAL RELEVANCIA OBTENIDOS
DEL ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCA) de
espectro de RMN de PLASMA.

Una vez realizado el PCA, decidimos analizar aquellos metabolitos
que por su perfil y peso metabdlico en el espectro total de la muestra
pudiesen tener especial relevancia para los objetivos planteados en la

presente tesis.

4.5.2.1. Glicerol

Para analizar el tipo de metabolismo principal en cada uno de los
grupos de ratas y basdndonos en la literatura existente, hicimos hincapié en
el metabolismo de los lipidos. Asi, analizamos los niveles de glicerol en los
diferentes grupos experimentales.

En la figura 4.39, observamos como la presencia de glicerol en
plasma tiene una tendencia no significativa en aumento con la ovariectomia
(OVX 3y 6), siendo mayor (p<0.05) en el grupo OVX 9. Sin embargo, y
contrariamente, la reposicién con estradiol es significativamente diferente a
su grupo ovariectomia en cada uno de los tres periodos estudiados, pero no
respecto al grupo control. Solamente en el grupo OVX 3E existen

diferencias entre dicho grupo y los controles.
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de espectro de RMN de glicerol de ratas

ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas y con reposiciéon inmediata de estradiol durante

3 semanas inmediatamente, tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacién estdndar (n= 5-8) de Unidades

Arbitrarias (U.A.): drea pico/drea espectral total.

La diferencia estadistica se expresa como: *p<.05 vs control; #p<.05 vs OVX 3 y OVX 9;

##p<.01 vs OVX 6.

El aumento en plasma de este metabolito refleja el uso de

triglicéridos y grasa como fuente de energia en detrimento del consumo de

glucosa.
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4.5.2.2. Glucosa

Por el motivo comentado anteriormente y, obtenidos los resultados
del metabolismo de la glucosa medidos por PET, evaluamos el metabolito
de la glucosa.

La figura 4.40 representa menores niveles de glucosa circulante en
el grupo OVX 3E respecto al grupo control y OVX 3, lo cual puede indicar
mayor consumo (como mostré el consumo cerebral de glucosa por PET en
este grupo de reposicion con estradiol).

Contrariamente a los resultados obtenidos por PET, el grupo OVX
3 +3E también difiere significativamente de su grupo OVX (OVX 6) pero
ya no es menor que el grupo control.

Este hecho parece que se va perdiendo progresivamente a medida
que aumenta el periodo de la ovariectomia, puesto que en el ultimo de ellos

(OVX 9y OVX 6 +3E) se pierde completamente.
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Figura 4.40.- Valores plasmaticos de espectro de RMN de glucosa de ratas
ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas y con reposicion inmediata de estradiol durante
3 semanas inmediatamente, tras 3 y 6 de ovariectomia.

Los valores estdn expresados como media + desviacién estdndar (n= 5-8) de Unidades
Arbitrarias (U.A.): drea pico/drea espectral total.

La diferencia estadistica se expresa como: *p<.05 vs control; #p<.05 vs OVX 6; ##p<.01
vs OVX 3.
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5.1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Como se ha comentado en la Introduccidn, existen muchas teorias
sobre el envejecimiento (Medvedev, 1990). Una de las més relevantes es la
teoria de los radicales libres en el envejecimiento (Harman, 1956b), que
propone que los radicales libres estan implicados en el dafio celular que
acompaia al envejecimiento y a enfermedades relacionadas con el mismo.

Las mitocondrias constituyen la fuente principal de radicales libres
de las células y los dafios producidos por los radicales libres asociados al
envejecimiento se centran fundamentalmente en los componentes
mitocondriales (Miquel et al., 1980, Sastre et al., 1996, Garcia de la
Asuncion et al., 1996, Hagen et al., 1997, Barja, 2000).

Uno de los mayores logros del siglo XX es el aumento de la
esperanza de vida en nuestra especie. En Europa, ésta se ha duplicado entre
1900 y 1992 (Fernandez Ballesteros 1999) y, siempre, la esperanza de vida
de las mujeres supera a la de los hombres.

La base de la diferencia de esperanza de vida entre hombres y
mujeres sigue sin esclarecerse, pero este fendémeno se reproduce en otras
especies como, por ejemplo, las ratas Wistar en las cuales las condiciones de
vida son idénticas, mismos ciclos de luz-oscuridad, misma alimentacion,
misma temperatura, etc. (Borras et al., 2003). En este estudio se demostrd
que las diferencias de longevidad entre machos hembras tienen una base
bioldgica: los estrogenos suponen una ventaja para la supervivencia de las
hembras, puesto que inducen la expresion de enzimas antioxidantes, y ello
las protege frente al estrés oxidativo, y por tanto les confiere una mayor

longevidad.
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Los estrogenos poseen un efecto cardioprotector (Arnal et al.,
1996), actiian como antioxidantes in vitro (Ruiz-Larrea et al., 1997), tienen
un efecto positivo ante el estrés oxidativo en las mitocondrias de cerebro
(Irwin et al., 2008) y se postula que podrian ser posibles agentes protectores
frente a la enfermedad de Alzheimer (Tang et al., 1996, Henderson et al.,
2000, Bhavnani, 2003, LeBlanc, 2002), con evidentes efectos
neuroprotectores (Suzuki et al., 2006), beneficiosos para la conectividad y
funcion del hipocampo (Spencer et al., 2008, Woolley, 2007).

Sin embargo, y debido a los estudios (Women's Health Initiative
Memory Study —-WHIMS—; Women’s Health Initiative Study of Cognitive
Aging —WHISCA-) que rechazan la terapia hormonal sustitutiva con
estrogenos en humanos, el uso de de esta hormona es controvertido
(Rossouw et al., 2002, Resnick et al., 2006, Shumaker et al., 2004).

Pero, a su vez, estudios con animales sugieren que los efectos
positivos de los estrégenos sobre el cerebro y la funcién cognitiva pueden
cambiar con la edad, y ser reducidos o perderse tras el cese de estas
hormonas durante un largo periodo de tiempo. Estudios con humanos
apoyan esta idea (Sherwin, 2007), no solo a nivel cognitivo, sino también a
nivel cardiovascular (Merz et al., 2009, Miller et al., 2009).

Desde 2002 (Resnick and Henderson, 2002), se postula como un
factor clave para aprovechar los beneficios de dicha terapia, que existe una
“ventana” que debe ser aprovechada, tras la pérdida de la funcidén ovérica
durante la cual la THS debe ser iniciada para que sea efectiva (Sherwin,
2007). Es lo que se ha dado a conocer como ‘“Hipdtesis del Tiempo

Critico”.
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Aunque existen muchos estudios sobre el beneficioso papel de los
estrégenos en procesos patolégicos relacionados con el envejecimiento, y
sobre todo, en el caso de las mujeres, a partir de la menopausia, el
mecanismo de estos efectos favorables de los estrogenos no ha sido todavia
investigado en profundidad.

Asi pues, el objetivo principal de la presente investigacion es
determinar en qué momento, tras inducir menopausia en ratas Wistar
mediante la ovariectomia, es mas beneficiosa la reposicion con
estrogenos. Para ello, se han realizado diferentes estudios de estrés
oxidativo, metabolémica y de consumo cerebral de glucosa, lo cual nos ha

permitido alcanzar los objetivos propuestos.

5.2. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Aunque son varios y diferentes los aspectos que se intentan abarcar
en la presente investigacion, también somos conscientes de las limitaciones
que presenta.

Asi, creemos que la principal y mdas importante limitacion de
nuestro trabajo es la dificultad de extrapolar los resultados que hemos
obtenido hacia una posible aplicacion o intervencion clinica en
humanos, en este caso mujeres en la ‘“perimenopausia”, porque en ellas
la menopausia no aparece de forma inmediata y en los animales si al

realizarles la ovariectomia.
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Otra limitacion de la presente investigacion, es que el metabolismo
cerebral medido con PET-CT y FDG presenta dudas a la hora de interpretar
los resultados.

Esto se debe a que con la FDG realmente ;se estd cuantificando la
captacion de glucosa por el cerebro o también se valora el flujo sanguineo
en el mismo? ;Hay un mayor flujo sanguineo cerebral por la accion
vasodilatadora de los estrégenos?

Por estas cuestiones, principalmente, creemos que es necesario
analizar de forma mucho mas especifica aquellas zonas cerebrales afectadas
en procesos cognitivos en la perimenopausia, no s6lo con PET-CT sino con
otras determinaciones, flujo sanguineo cerebral, su modificacion estructural
(mediante CT o MRI) y/o MRI funcional como abogan ciertos autores (Joffe
et al., 2006).

Respecto a las limitaciones del estudio en relacion con la teoria de
los radicales libres del envejecimiento vemos necesario evaluar los efectos
de estas terapias sobre las mitocondrias cerebrales, parametros de estrés
oxidativo y genes de longevidad en el cerebro de modo general, y en dreas
especificas en particular, puesto que la ovariectomia y la TSE los afecta (al
estado redox y genes de longevidad) de modo significativo (Borras et al.,
2010).

A colacion del metabolismo cerebral y la accion estrégenica sobre
este 6rgano, no hemos evaluado qué papel pueden jugar tras la menopausia
inducida y la TSE los diferentes receptores estrogenicos y la incidencia
sobre los transportadores de glucosa, en las distintas dreas cerebrales

especialmente en la barrera hemato-encefdlica (Vannucci et al., 1998,
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Leybaert, 2005, Mann et al., 2003, Dormire, 2009, Shi and Simpkins, 1997,
Nagamatsu et al., 1992).

Por dichos motivos, estin programados e iniciados otros
experimentos destinados a dilucidar y aportar informacién a estas

limitaciones para completar el estudio de la presente tesis.

5.3. EFECTO DE LA OVARIECTOMIA SOBRE LOS
NIVELES DE__PEROXIDO DE _HIDROGENO EN
MITOCONDRIAS AISLADAS DE HIGADO

Las mitocondrias constituyen la principal fuente de generacion de
radicales libres en el seno de las células. Es mds, los componentes
mitocondriales son una de las dianas del dafio oxidativo que se asocia al
envejecimiento (Miquel et al., 1980, Sastre et al., 1996, Garcia de la
Asuncion et al., 1996, Hagen et al., 1997, Barja, 2000).

Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado que la
ovariectomia durante 4 semanas supone un aumento de la produccién de
perdéxido de hidrégeno por mitocondrias hepdticas y cerebrales (sindpticas y
no sindpticas) en comparacion con las ratas control (Borras et al., 2003).

En la figura 4.1 se muestra que conforme aumentan las semanas
tras la ovariectomia (3, 6 y 9 semanas), la tasa de produccién de peréxido de
hidrégeno aumenta. Este hecho indica que los niveles de per6xido de
hidrégeno en la menopausia se incrementan progresivamente al inicio de su
instauracion y permanecen elevados en el tiempo sin descender, lo cual
favorece el dafio oxidativo mitocondrial por este tipo de radical libre.
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Existen datos que confirman que el estado redox del higado es peor
conforme van pasando las semanas desde la ovariectomia (Kankofer et al.,
2007), hecho que también ocurre a nivel 6seo, ya que también se incrementa
la produccién de peréxido de hidrégeno (Muthusami et al., 2005) o en aorta

de ratas “sensibles a la sal” (Zhang et al., 2007).

5.4. EFECTO DE LA REPOSICION DE _ESTROGENOS
SOBRE LOS NIVELES DE PEROXIDO DE HIDROGENO
EN__MITOCONDRIAS AISLADAS DE HIGADO DE
RATAS HEMBRAS OVARIECTOMIZADAS

Puesto que ha sido demostrado que la produccién mitocondrial de
agentes oxidantes estd relacionada con la longevidad (Ku et al., 1993),
medimos la tasa de produccion de peroxido de hidrégeno en mitocondrias
aisladas de higado de ratas hembra ovariectomizadas de 3, 6 y 9 semanas y
tratadas con estradiol.

Las figuras 4.2 a 4.4 muestran que las mitocondrias de las ratas
ovariectomizadas producen una mayor cantidad de estas especies reactivas
de oxigeno que las de hembras de la misma edad mientras que las tratadas
con estradiol inmediatamente tras la ovariectomia poseen niveles similares.

Otro aspecto muy importante es que al iniciar el tratamiento
hormonal tras un periodo largo de ovariectomia no se consiguen revertir los
efectos perjudiciales de la misma, al contrario de lo que ocurre cuando la
reposicion se instaura inmediatamente después de inducirse la menopausia

mediante cirugia.
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Los efectos favorables de los estrogenos en varias enfermedades,
incluyendo las cardiovasculares y neuroldgicas, se atribuyen a las
propiedades antioxidantes de los estrégenos debido a su naturaleza fendlica
(Ruiz-Larrea et al., 1997). Sin embargo, la cantidad de estrégenos empleada
en las terapias sustitutivas de estrégenos es probablemente insuficiente para
que los estrégenos actien como antioxidantes per se.

Por ejemplo, en humanos, se administra una dosis diaria de 50 pug
de estrogenos, mientras que se recomiendan dosis de 400 mg/dia de
vitamina E para ser efectiva como antioxidante (Diplock, 1998, Diplock et
al., 1998), es decir se requieren dosis 8000 veces mayores que de
estrégenos.

Segtn los resultados de Borras y cols. (Borras et al., 2005) el 17p-
estradiol, a concentraciones fisioldgicas, se une a los receptores estrogénicos
de membrana, activindolos y desencadenando una sefial mediada por las
protein kinasas activadas por mitégenos (MAP Kinasas). Las sucesivas
fosforilaciones de las kinasas, mediadas por kinasas activadas por sefiales
extracelulares 1 y 2 (ERK1/2) acaban fosforilando la proteina inhibitoria de
NF-xB (IkB), produciendo al liberacién del Factor Nuclear kappa B (NF-
kB) que se transloca al nicleo donde se une a regiones especificas en los
promotores de las enzimas Mn-SOD y glutatién peroxidasa, iniciando la
trascripcion génica. Una vez terminada la sintesis, en los ribosomas, estas
enzimas migran a la mitocondria donde ejercen un efecto antioxidante
disminuyendo los niveles de per6xido de hidrégeno. La figura 5.1 muestra

un esquema del mecanismo propuesto (Borras et al., 2005).
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Figura 5.1. Esquema del mecanismo de accién del estradiol (tomado de
Borras et al., 2005)

Sin embargo, la pérdida de receptores estrogénicos puede alterar el
anterior mecanismo de accién de los estrégenos. Asi, Moorthy y cols.
(Moorthy et al., 2005) mantiene que las ratas hembras presentan ciclos
irregulares a la edad de 12 meses, que no ocurren con 3 meses de edad. Lu y
cols. (Lu et al., 1979) encontraron un 65% en el aumento de incidencia de
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esta irregularidad en los ciclos a partir de 12 meses de edad, lo que puede
reflejar un efecto del envejecimiento sobre esta funcion.

De hecho, Sohrabji y cols. revisaron el papel protector de los
estrogenos cuando no se administra en ‘“edad reproductiva” y si en
“senescentes”, sugiriendo con sus estudios que tienen un efecto deletéreo en
aquellos 6rganos, como por ejemplo, el cerebro por un estado prolongado
ausente de estrogenos. Este efecto desfavorable de la THS en edad avanzada
puede deberse al potencial mecanismo de los cambios asociados a la edad
de la pérdida de receptores estrogénicos, especialmente el “alfa” (Sohrabji,

2005).

5.5. EFECTO DE LA REPOSICION DE ESTROGENOS
SOBRE 1.A ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
ANTIOXIDANTE GLUTATION PEROXIDASA EN
MITOCONDRIAS AISLADAS DE HIGADO DE RATAS
HEMBRAS OVARIECTOMIZADAS

Se sabe que la menor produccion de radicales libres y los mayores
niveles de antioxidantes en las hembras es, en parte, lo que confiere una
mayor longevidad a las hembras en comparacion con los machos. Asi
mismo, se ha demostrado que los estr6genos inducen la expresiéon de
enzimas antioxidantes (Borras, 2003, Vina et al., 2003) y, por ejemplo, en el
caso de aorta de ratas “sensibles a la sal” la administracién de estrogénos

durante 4 semanas tras la ovariectomia revertio el descenso de la actividad
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de la GPx tras dicha “menopausia inducida” quirirgicamente (Zhang et al.,
2007).

Por todo ello y por su accién detoxificante sobre el peréxido de
hidrégeno, estudiamos la actividad de la glutation peroxidasa en
mitocondrias aisladas de higado.

Nuestros resultados (figuras 4.5 a 4.8) muestran que en las ratas
ovariectomizadas disminuye la actividad de la glutation peroxidasa y
solamente en el grupo tratado con estradiol inmediatamente después de la
ovariectomia (OVX 3E, figura 4.6) este efecto es revertido. Asi pues, el
tratamiento con estradiol parece ser sélo efectivo si la reposicion se produce
inmediatamente tras la instauracién de la menopausia, y deja de serlo si
esperamos varias semanas para comenzarlo.

Este hecho resulta del gran interés para entender la efectividad de
la terapéutica hormonal sustitutiva, pues en la mayoria de los estudios
epidemioldgicos realizados hasta la fecha, tanto con resultados beneficiosos
(Manning et al., 2001) como perjudiciales (Rossouw et al., 2002), este
factor no ha sido tenido en cuenta y, sin embargo, parece ser muy
importante a la hora de tomar la decision de recomendar la terapia hormonal
sustitutiva o no a las mujeres menopdusicas.

También, se ha demostrado que el 17B-estradiol, a concentraciones
fisiolégicas, sobreexpresa enzimas antioxidantes (Mn-SOD y GPx)
relacionadas con la longevidad a través de la cascada ERK1/ERK?2 en la via
de sefializacién de las MAP kinasas (NFkB) por la accién sobre receptores
estrogénicos de membrana (Borras et al., 2005).

En estudios previos, nuestro grupo ha encontrado que animales

vertebrados que sobreexpresan Mn-superdxido dismutasa y glutation
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peroxidasa, poseen una vida media mds prolongada. Asi pues, podriamos
considerar que las ratas hembras se comportan como dobles transgénicos en
comparacion con los machos, sobreexpresando ambas enzimas
antioxidantes mitocondriales (Borras, 2003). El hecho de que la actividad de
la glutation peroxidasa sea superior en hembras, fue observado previamente

alrededor de los afios 60 (Pinto and Bartley, 1969).

5.6. EFECTO DE LA REPOSICION DE ESTROGENOS
SOBRE LOS NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA
EN_MITOCONDRIAS AISLADAS DE HIGADO DE
RATAS HEMBRAS OVARIECTOMIZADAS

Una vez establecido que existe una diferencia de estrés oxidativo
entre los diversos grupos estudiados, determinamos si estas diferencias se
traducian también en diferencias en dano oxidativo a biomoléculas como los
lipidos.

Determinamos, para ello, los niveles de malondialdehido (MDA) en
mitocondrias aisladas de higado, un producto formado a partir de la
hidrélisis 4cida, a 100° C, de los lipoperdxidos. Los lipoperoxidos se forman
a partir de una cadena de reacciones de peroxidacion de lipidos de
membranas plasmadticas, que ocurre en presencia de radicales libres de
oxigeno.

Al igual que la oxidacién del glutation podemos considerarla un

parametro de medida de estrés oxidativo agudo, el MDA muestra, por el
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contrario, modificaciones mas a largo plazo. Podemos, por tanto,
considerarlo un pardmetro de medida de estrés oxidativo cronico.

El método por HPLC de medida de MDA es muy especifico y
sensible, y distingue entre la concentracién de malondialdehido y otros
aldehidos que pueden reaccionar con el TBA (4cido tiobarbitirico)
(Bermejo et al., 1997). Por este motivo nos decantamos por este pardmetro
de medida para estudiar la lipoperoxidacion en nuestro modelo.

En la figura 4.10 vemos que el tratamiento inmediato con estradiol
tras la ovariectomia es efectivo en la prevencion del dafio oxidativo a lipidos
tras dicha menopausia inducida.

Sin embargo y, como se muestra a continuacién en la figura 4.11,
esta mejora tras la administracién con estradiol se da en todos los grupos
estudiados aunque no de manera significativa respecto a su grupo

ovariectomia.

5.7. EFECTO DE LA REPOSICION DE ESTROGENOS
SOBRE _LOS NIVELES DE PEROXIDACION LIPiDICA
EN PLASMA DE RATAS HEMBRAS
OVARIECTOMIZADAS

Posteriormente, comprobamos si los dafios acaecidos a nivel
hepatico se extendian a nivel sistémico determinando los niveles de
peroxidacion lipidica en el plasma de los diversos grupos (figuras 4.13 a

4.16).
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Como se comenta en el apartado correspondiente de Resultados,
parece ser que solamente el grupo de ovariectomia de 3 semanas eleva
significativamente los niveles de MDA, actuando beneficiosamente la
reposicion con estradiol durante este periodo, lo cual corrobora los
resultados encontrados por Topcuoglu y cols.(Topcuoglu et al., 2009).

Vemos también que a medida que transcurre el tiempo de
ovariectomia y de tratamiento con estradiol, no hay beneficios con la
terapéutica hormonal, aunque es de destacar que progresivamente, los
valores basales en ambos grupos van aumentando ligeramente.

Este dltimo aspecto, parece ser que puede deberse al dano
progresivo que se va dando por causa del envejecimiento tras la instauracién
de la menopausia.

En general, la terapia hormonal incluyendo las dosis bajas (Genant
et al., 1997), disminuye el colesterol total, el colesterol LDL, y la
lipoproteina (a) (Lobo, 1991, Soma et al., 1993, Martin and Freeman, 1993,
Miller et al., 1995, Pickar et al., 1998a, Pickar et al., 1998b); a diferencia de
otras terapias, los estrégenos equinos incrementan los triglicéridos en un
10% e incrementan el colesterol HDL en una proporcién mayor que las
otras, efecto que puede estar atenuado por la adiciéon de un progestigeno
(Miller et al., 1995); el tamoxifeno incrementa los triglicéridos de forma
importante en algunas pacientes (Genant et al., 1997).

En las pacientes diabéticas se encontré inicialmente un efecto
adverso de la terapia hormonal (Robinson, 1996) que no se ha demostrado
posteriormente en otros estudios (Andersson et al., 1997, Samaras et al.,

1999); por el contrario, se hall6 mejoria del perfil lipidico y del control
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glicémico, con disminucién en los niveles de glicemia e insulina (Andersson
et al., 1997, Friday et al., 2001, Manning et al., 2001, Manning et al., 2002).

En este sentido los resultados obtenidos en este trabajo estdn en
concordancia con los datos que acabamos de mostrar en cuanto que

previenen la oxidacion de los lipidos.

5.8. EFECTO DE LA REPOSICION DE ESTROGENOS
SOBRE LOS NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA
EN CEREBRO DE RATAS HEMBRAS
OVARIECTOMIZADAS

Ya que la masa cerebral estdi compuesta principalmente por tejido
lipidico, decidimos analizar el dafo oxidativo a nivel de lipopéroxidos de
este 6rgano. Sorprendentemente y, como muestran las figuras 4.17 a 4.20,
hubo bastante variacion en los niveles de MDA, aunque no significativos, en
los diferentes grupos estudiados, salvo en el grupo OVX 3, el cual
disminuy6 respecto al grupo control. Es extraiio que el periodo en el cual
encontramos un mayor dafio oxidativo de otras moléculas y en otros tejidos,
sea en el que se produce un ligero beneficio en este caso. Ello puede deberse
a la heterogenicidad de las muestras y su variabilidad, ya que el cerebro es
extremadamente heterégeneo y cada una de las zonas y areas que lo
conforman deberian ser estudiadas por separado y no conjuntamente.

Existe muy poca bibliografia al respecto para poder comparar el
resultado obtenido. TopCouglu y cols. (Topcuoglu et al., 2009) encontraron

que la ovariectomia aument6 los niveles de MDA en cerebro y como estos
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niveles eran menores tras la administracion de varias combinaciones de

estrogenos.

5.9. EFECTO DE LA REPOSICION DE ESTROGENOS
SOBRE LOS NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA
EN HIGADO DE RATAS HEMBRAS
OVARIECTOMIZADAS

Tras observar el efecto perjudicial de la ovariectomia sobre los
lipidos en las mitocondrias aisladas de higado, y el efecto beneficioso de la
reposicion con estradiol en diferentes periodos, estudiamos este pardmetro
en el tejido hepatico.

Como se muestran en las figuras 4.21 a 4.24 no hay diferencias
significativas en ninguno de los grupos estudiados tanto de ovariectomia
como de reposicion con estradiol.

Otros autores si han encontrado lipoperoxidacién en homogenados
de higado tras ovariectomia (Kankofer et al., 2007, Topcuoglu et al., 2009)
y como se revertian estos efectos tras la administracion de estrogenos
(Topcuoglu et al., 2009).

Este nos lleva a pensar que la mitocondria aislada, en este caso de
higado, es la referencia a nivel oxidativo, ya que actia como protector
(defensa antioxidante) frente a la formacion de radicales libres de la que es
la principal generadora (Miquel et al., 1980, Sastre et al., 1996, Garcia de la
Asuncioén et al., 1996, Hagen et al., 1997, Barja, 2000, Borras et al., 2003,

Borras, 2003).
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5.10. EFECTO DE LA REPOSICION DE ESTROGENOS
SOBRE LOS NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA
EN CORAZON DE RATAS HEMBRAS
OVARIECTOMIZADAS

Los estrégenos incrementan el metabolismo de los diferentes tipos
de colesterol LDL y aunque no cambia la concentraciéon de LDL densa
disminuye su tiempo de residencia en plasma (Campos et al., 1997);
igualmente, evitan la oxidacién de las lipoproteinas (Sack et al., 1994,
McKinney et al., 1997) disminuyendo la aterogénesis y en animales de
experimentacion evitan la progresion de los ateromas (Lacut et al., 2003);
estudios clinicos muestran un incremento de la supervivencia de las
pacientes con enfermedad y estenosis coronaria (Ridker et al., 1999) y
disminucién de los ateromas en la carétida (Dubuisson et al., 1998, Bernini
et al., 1999).

En las figuras 4.24 a 4.28 podemos ver coémo unicamente la
reposicion inmediata con estradiol durante 3 semanas (OVX 3) disminuye el
dafio oxidativo a lipidos en el corazén respecto al grupo control y los demds
grupos experimentales. Estos resultados indican el posible beneficio de los
estrogenos de forma inmediata frente a la instauracién de la menopausia
(inducida por ovariectomia en nuestro estudio) y cémo a medida que los
sujetos envejecen, tanto la ovariectomia como la reposiciéon hormonal no
parecen tener un efecto positivo puesto que el dafio oxidativo se va
incrementando progresivamente (figura 4.28). Como también remarcé el

estudio de Shehata y Kamel (Shehata and Kamel, 2008) donde encontraron
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que la administracion durante 4 semanas de THS en ratas Wistar anul6 los
datos negativos en los pardmetros de estrés oxidativo (MDA, GSSG, ox-
LDL) estudiados tras realizarles la ovariectomia.

Como concluia la publicacién de Rosano (Rosano et al., 2003), los
posibles efectos cardioprotectores de la THS, casi siempre se habian
evaluado en el caso de humanos, y también en la presente tesis, en
“menopausia temprana”, por lo que se hace patente la necesidad de estudiar
este tipo de terapia de forma mds concreta, como por ejemplo, plantea el
estudio Kronos Early Estrogen Prevention Study (KEEPS) (Miller et al.,
2009). El estudio WHI (Rossouw et al., 2002) terminé antes de tiempo
debido a los problemas que origin6 en cuanto a la incidencia de cancer de
mama y de otro tipo, sin llegar a garantizar los efectos cardiovasculares,
seguramente por la edad de las participantes (65 afios, aproximadamente),
como también ocurrié con el estudio HERS (Heart and Estrogen/Progestin
Replacement Study) (Grady et al., 1992, Hulley et al., 1998). El estudio
PEPI (Postmenopausal Estrogen/Progestin Interventions prospective trial)
fue realizado con mujeres postmenopdusicas sanas entre 45 y 64 afios de
edad, donde si hubo resultados satisfactorios a nivel cardiovascular de la
THS (The Writing Group for the PEPI Trial, JAMA, 1995), confirmado
también con otros estudios (Manson et al., 2007, Allison et al., 2008,

Spencer et al., 1999, Darling et al., 1997, Herrington et al., 1999).
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5.11. EFECTO DE LA REPOSICION DE ESTROGENOS
SOBRE ELL CONSUMO CEREBRAL DE GLUCOSA IN
VIVO EN RATAS HEMBRAS OVARIECTOMIZADAS

La mujer, durante su etapa fértil, tiene una mayor sensibilidad a la
insulina que el hombre, expresada como Globulina unida a las hormonas
sexuales (Sex Hormone Binding Globulin, -SHBG-). El San Antonio Heart
Study demostré que este pardametro refleja en parte el status enddgeno
estrogénico (a mayores niveles de SHBG, mayores niveles de estrogenos
enddgenos) y que el SHBG se correlaciona negativamente con la insulina en
ayuno y las respuestas de la glucosa e insulina a la ingesta oral de glucosa
(Goodman-Gruen and Barrett-Connor, 1997, Ding et al., 2009).

En un estudio con animales la reposicién con 173-estradiol mejor
la secrecién de insulina en islotes celulares y, con ello, la respuesta a la
glucosa, asi como disminuyendo la resistencia a la insulina (Skouby, 1988).
Aunque también en humanos, se han evaluado el efecto de la terapéutica
hormonal sustitutiva sobre la incidencia de diabetes, como el estudio HERS
(Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study), donde la incidencia de
diabetes fue un 35% menor entre las que tuvieron reposicion con estrogenos
y progesterona de un total de 2029 mujeres postmenopdusicas con
enfermedad coronaria documentada (Kanaya et al., 2003).

Otros estudios, como el Women’s Health Initiative (WHI)
randomized controlled trial (Rossouw et al., 2002) tuvieron que detenerse al
superar los riesgos a los beneficios de la reposiciéon con estrogenos mas

progesterona, que como se ha indicado anteriormente se realizé en mujeres
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de 65 afios, aproximadamente, con la menopausia ya instaurada durante
mucho tiempo.

Desde hace mas de dos décadas, se estan llevando a cabo estudios
donde se analiza y evalda el consumo metabdlico de glucosa a nivel
fisiologico y/o fisiopatdlogico con la técnica de PET (Phelps et al., 1979,
Huang et al., 1980), sobre todo en los cambios que acontecen con el
envejecimiento (Kushner et al., 1987, Loessner et al., 1995, Ishii et al.,
1997, Garraux et al., 1999, Mosconi et al., 2004b, Pardo et al., 2007, Borras
et al., 2009).

Los equipos PET han ido evolucionando y perfeccionandose cada
vez mds, tanto a en su tecnologia y programas informaticos, como en la
planificacion de los estudios y el andlisis de sus resultados. Sin embargo,
hoy dia se plantean atn dudas respecto a la metodologia que se usa para
extraer los resultados (Yamaji et al.,, 2000, Keyes, 1995) y el correcto
manejo de los animales en dichos estudios (Fueger et al., 2006, Schiffer et
al., 2007), etc.

Ademas, como hemos sefialado en la Introduccién, existen muchos
estudios que relacionan el consumo cerebral de glucosa con diversas
enfermedades relacionadas con el envejecimiento, especialmente la
enfermedad de Alzheimer (Small et al.,, 2006a, de Leon et al., 2007,
Mosconi et al., 2009, Mistur et al., 2009, Mosconi et al.).

Por ese motivo, se han realizado varios estudios evaluando los
efectos que podria tener la reposicion con estrogenos en mujeres
postmenopdusicas y la incidencia o no, sobre todo, en demencia o

enfermedad de Alzheimer (Ohkura et al., 1995, Resnick et al., 1998, Waring
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et al., 1999, Eberling et al., 2000, Eberling et al., 2003, Maki and Resnick,
2000, Rasgon et al., 2005, Rasgon et al., 2001, Schonknecht et al., 2003).

En este sentido, el estudio de Rasgon (Rasgon et al., 2005)
concluyen que los estrégenos preservan el metabolismo cerebral de aquellas
regiones que se ven disminuidas en las fases tempranas y mds avanzadas de
la enfermedad de Alzheimer, protegiendo también el descenso que hay en
las mujeres postmenopdusicas, especialmente en la corteza cingulada
posterior.

Como muestran nuestros resultados (figuras 4.29), en primer lugar
hay un descenso con el envejecimiento sobre el consumo cerebral de
glucosa en ratas hembra. Resultado que nuestro grupo comprobd
recientemente que también se daba en una especie de ratones que envejecen
de forma prematura —SAM: senescence accelerated mice— (Borras et al.,
2009).

Ya en 1998, Ernst y cols. revisaron la bibliografia y observaron por
PET, SPECT e inhalacién de N,O como, de forma generalizada, se producia
un descenso de la actividad cerebral. Estos estudios en humanos desde los
afios 80 muestran unos cambios relacionados con el envejecimiento en
cuanto a imagen funcional del cerebro utilizando FDG para la captacién y
metabolismo de la glucosa, 15 0, 33x%e y N,O para evaluar, ademas el flujo
sanguineo cerebral (Ernst et al., 1999).

Posteriormente la revision de Cosgrove y cols. (Cosgrove et al.,
2007) amplia y completa los estudios funcionales con estudios de estructura
(masa, volumen, etc.) y relaciona los cambios acaecidos con el

envejecimiento junto a las diferencias entre sexos, que también varias
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publicaciones reflejaban (Xu et al., 2000, Perneczky et al., 2007b,
Perneczky et al., 2007a).

En las figuras siguientes de la presente memoria (figura 4.30), se
observa como la ovariectomia de 3 y 6 semanas en ratas hembra produce un
descenso global en el consumo cerebral de glucosa, similar a las ratas viejas
(figura 4.29).

Sin embargo, el tratamiento con estradiol produce un aumento
significativo en dicho metabolismo cerebral tinicamente si éste se inicia tras
producirse la ovariectomia (3 semanas de estradiol inmediatamente después
de la ovariectomia, figura 4.31). En los grupos donde se retrasd este inicio
del tratamiento (figuras 4.32), podemos apreciar que no hay recuperacioén en
los valores metabolicos de glucosa en el cerebro de dichos grupos
experimentales. En mujeres postmenopdusicas que toman estrégenos hay
una menor incidencia de desarrollo de enfermedad de Alzheimer (Eberling
et al., 2000).

A pesar de las limitaciones que exponian los autores de los
anteriores estudios, ya sea por tamafio muestral insuficiente, por efectos no
esperados, asi como por la edad y patologias subyacentes, parece ser que los
estrégenos tienen un efecto positivo en el consumo cerebral de glucosa y
flujo sanguineo cerebral evaluado con PET y/o SPECT.

Nuestros resultados concuerdan en parte con ellos, pero parece ser
que este efecto positivo depende, en gran medida, del momento de
aplicacion del tratamiento.

Recientemente, se ha publicado un estudio sobre el efecto a corto
plazo del cese de la funcién hormonal en animales de mediana edad con o

sin terapéutica hormonal con estrégenos y la capacidad de regular los
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niveles proteicos de acetiltransferasa en el hipocampo y corteza prefrontal
en ratas (Bohacek et al., 2008). En él se recuerda que el papel que juega la
reposicion con estrégenos en la prevencion o retrasos de los cambios en el
envejecimiento y en la enfermedad de Alzheimer es controvertido. Sin
embargo, como se aboga en el anterior estudio de de Bohacek et al., son
varios grupos de investigacion los que creemos que su éxito puede
depender, criticamente, del tiempo de inicio del tratamiento una vez se
produce la menopausia (Resnick and Henderson, 2002, Maki, 2006b, Maki,
2006a, Sherwin, 2007).

5.12. PERFIL METABOLICO EN PLASMA MEDIANTE
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (‘H-NMR) DE
RATAS OVARIECTOMIZADAS Y EL EFECTO DE LA
REPOSICION CON ESTRADIOL

Uno de los objetivos de la presente tesis era estudiar el efecto sobre
el perfil metabdlico de la terapia sustitutiva con estrégenos (TSE)
administrada a distintos tiempos tras la ovariectomia (OVX) en ratas
jovenes.

Los resultados obtenidos podrian ayudar a completar e interpretar
los resultados obtenidos en los demds experimentos acerca de la importancia
o no del inicio temprano de la TSE.

El Andlisis de Componentes Principales (PCA) del espectro de
RMN en plasma nos permitié detectar agrupaciones y patrones de las

distintas muestras en funcién de su composicién metabdlica global.
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Asi, en la figura 4.34 se observa como los distintos grupos de
ovariectomia se alejan de la puntuacién obtenida en el PCA por el grupo
control, apareciendo de forma agrupada indistintamente de la duracién del
periodo. Ademds, vimos (figura 4.35) cémo la reposiciéon inmediata con
estradiol (OVX 3E) hacia que las puntuaciones de este grupo se asemejasen
al control, diferencidndose claramente del grupo ovariectomia (OVX 3).
Este resultado difiere de los demds grupos repuestos a periodos mas tardios
(OVX 3 43E y OVX 6 +3E), ya que no se separaban de sus respectivos
grupos ovariectomia y permanecian alejados a su vez del grupo control
(figura 4.36).

Basandonos en un estudio reciente (Bertram et al., 2009) donde se
analiz6 el plasma de chicos y chicas jévenes (17 afios), podemos decir que
hay una diferencia atribuida a las hormonas sexuales importante, ya que
dicho estudio encontré6 que el sexo tenfa un gran impacto sobre el
metabonoma de los sujetos.

Este hecho trasladado a nuestro estudio indicaria el efecto del
estradiol administrado a los diferentes grupos, pero solamente mejorando el
perfil metabdlico de aquellos repuestos inmediatamente (figura 4.37), lo
cual concuerda con otros resultados obtenidos en la presente tesis, apoyando

la hipétesis del “tiempo critico” en el inicio de la TSE.
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5.13. CUANTIFICACION METABOLICA EN PLASMA
MEDIANTE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (‘H
NMR) DE RATAS OVARIECTOMIZADAS Y EL EFECTO
DE LA REPOSICION CON ESTRADIOL

Este anélisis (PCA), al ser capaz de representar estructuras de datos
multivariable complejas (los componentes principales explican, al menos, el
59.5% de la varianza), nos permitird detectar agrupaciones y patrones de las
distintas muestras en funcién de su composicion metabdlica global. A su
vez, el peso en cada eje (componente principal) de las distintas resonancias
y la comparacién de su valor respecto al valor medio en todos los espectros
nos indica los metabolitos mas relevantes.

Analizando el espectro de las muestras estudiadas se observa que el
componente que tiene mayor peso en la distribucién del PCA son los lipidos
(figura 4.34). El perfil lipidico y de lipoproteinas en plasma suele dominar
el espectro de RMN. Por ello, las diferencias en el perfil lipidico, si existen,
dominan las ponderaciones en el PCA. Sin embargo, el gran solapamiento
de estas sefiales en el espectro no permite una cuantificacién individual de
los lipidos que contribuyen al perfil, aunque si permiten evaluar variaciones
globales en la distribucion de los mismos.

No se tuvo en cuenta en esta investigacion, pero lo hemos
planificado para realizar en experimentos futuros, el posible efecto de la
ovariectomia sobre el aumento de peso, ademds de los diferentes
componentes lipidicos que se ven alterados tras la menopausia y la accién
de la TSE sobre ellos (Campos et al., 1997). Ello es debido a que estudios

publicados muy recientemen (Witte et al., 2010) consideran que la

256




5. DISCUSION

ovariectomia produce un aumento de peso mediado por hiperfagia y
disminucién en la actividad motriz en ratones, asi como gasto metabdlico y
también una menor actividad motriz en ratas, aumento de peso que también
observaron TopCuoglu y cols. (Topcuoglu et al., 2009) al estudiar el dafio
oxidativo a proteinas y su relacion con la administracion de estrégenos.

El perfil global de lipidos representado en el PCA permite detectar
similitudes globales a nivel de composicion lipidica entre los distintos
grupos. Para comprobar de modo cuantitativo el posible impacto en el
metabolismo de triglicéridos cuantificamos el glicerol.

En la figura 4.38 observamos cémo el glicerol tiene una tendencia
ascendente no significativa con la ovariectomia (OVX 3 y 6), pero si en el
grupo OVX 9 (p<0.05). Sin embargo, y contrariamente, la reposicién con
estradiol fue significativamente diferente a su grupo ovariectomia en cada
uno de los tres periodos estudiados, pero no respecto al grupo control, salvo
en el grupo OVX 3E (p<0.05).

Ello puede indicarnos que la ovariectomia hace que el metabolismo
de los lipidos esté aumentado, normalmente por el uso de triglicéridos, no
asi en el caso de los que se reponen con estradiol. Solamente en el caso de la
reposicion inmediata (OVX 3E) hay diferencias en la presencia de glicerol
en plasma respecto a su grupo ovariectomia.

A partir de estos resultados y considerando la posible relacién con
el metabolismo de la glucosa medido por PET, ademds de que ambos
metabolitos (glicerol y glucosa) estdn inversamente relacionados, evaluamos
el metabolito Glucosa.

La figura 4.39 muestra cdmo los niveles de glucosa circulante en

plasma medidos por '"H NMR son menores en OVX 3E respecto al grupo
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control y OVX 3, lo que se podria correlacionar con el mayor consumo
observado en el mismo grupo en el consumo cerebral de glucosa por PET).
Contrariamente a los resultados obtenidos por PET, el grupo OVX 3 +3E
también difiere significativamente de su grupo OVX (OVX 6) pero ya no es
menor que el grupo control, efecto que va disminuyendo progresivamente a
medida que aumenta el periodo de la ovariectomia, puesto que en el ultimo

de ellos (OVX 9 y OVX 6 +3E) se pierde completamente.

5.14. IMPORTANCIA DEL COMIENZO INMEDIATO DE
LA TERAPEUTICA HORMONAL SUSTITUTIVA TRAS
LA MENOPAUSIA

El tratamiento con estradiol parece ser sdlo efectivo si la reposicion
se produce inmediatamente tras la instauracion de la menopausia, y deja de
serlo si esperamos varias semanas para comenzarlo (ver figuras 4.4, 4.8,
4.12,4.16,4.20, 4.24, 4.28, 4.33 y 4.37).

Este hecho resulta de gran interés para entender la efectividad de la
terapéutica hormonal sustitutiva, pues en la mayoria de los estudios
epidemioldgicos realizados hasta la fecha, tanto con resultados beneficiosos
(Manning et al.,, 2001) como perjudiciales (Rossouw et al., 2002), este
factor no ha sido tenido en cuenta, y sin embargo parece ser muy importante
a la hora de tomar la decision de recomendar la terapia hormonal sustitutiva
0 no a las mujeres menopdusicas, como asi lo afirman estudios recientes

(Bohacek et al., 2008, Miller et al., 2009).
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Por lo tanto, se hacen necesarios mds estudios, en primer lugar con
animales de laboratorio, para extrapolar sus resultados de forma correcta a
los tratamientos en humanos y, asi, se puedan extraer conclusiones de
aplicacion clinica (Birge, 1996, Lethaby et al., 2008), con las limitaciones
anteriormente mencionadas.

Asi pues, nos planteamos: ;En la “perimenopausia” seria factible el
comenzar con estas terapias? ;ja qué tipo de sujetos (sanos, con
enfermedades ya instauradas desde antes de la menopausia, gravedad de las
mismas, menopausia inducida,...)?, etc.

Ampliar a otros 6rganos de interés, no s6lo a nivel cerebral estas
investigaciones, ya que articulos recientes como la revision de Barret
(Barrett-Connor and Laughlin, 2009) o el posicionamiento de la Sociedad
Norteamericana de Menopausia (Utian et al., 2008), aconsejan para iniciar
la TSE con efectos cardiovasculares positivos lo mds inmediatamente
posible tras la menopausia con una duracién media de 5 afios extraida de los
estudios analizados y recomendando periodos mads largos. Ademads, se
sugiere que la mortalidad total se reduce en aquellos casos que la TSE se
inicia pronto tras la menopausia y hay un menor riesgo cardiovascular.
También, se recomienda para prevenir el deterioro cognitivo en aquellas
zonas afectadas por la la enfermedad de Alzheimer, pero no se aconseja esta
terapia para las mujeres que presentan sintomas de declive o envejecimiento
cognitivo o mayores de 65 afos.

Asi mismo, el dultimo posicionamiento de la Sociedad
Norteamericana de Menopausia (North American Menopause Society,
2010), concluye que las ultimas investigaciones apoyan el inicio de la TSH

cercana a la menopausia para tratar los sintomas relacionados; tratar o
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reducir el riesgo de ciertos desérdenes (como osteoporosis o fracturas), o
ambos. El ratio beneficio/riesgo para las TSH en la menopausia es favorable
para las mujeres que inician la TSH muy préxima a la menopausia, pero
disminuye en mujeres mayores o a medida que transcurre el tiempo desde la
instauracién de la menopausia en mujeres no tratadas previamente.

Aunque como dijo el profesor David H. Barlow de la Universidad
de Oxford en “Who understands the menopause?” (Barlow, 1997), debemos
seguir trabajando y cooperando para lograr “entenderla”.

Los resultados de esta tesis resumidos en las Conclusiones, intentan

dirigirse hacia ese entendimiento.
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6. SUMMARY OF RESULTS AND DISCUSSION

6.1. SUMMARY

Females live longer than males in many mammalian species,
including humans. This natural phenomenon can be explained on the basis
of the mitochondrial theory of aging. Mitochondria are a major source of
free radicals in cells. Mitochondria from female rats generate half the
amount of hydrogen peroxide than those of males and have higher levels of
mitochondrial reduced glutathione. Mitochondria from ovariectomized rats
generate higher hydrogen peroxide levels than controls (Sham) but are
diminished only if estrogen replacement therapy (ERT) is initiated
immediately after induced menopause. The same pattern occurs with
glutathione peroxidase (GPx) enzymatic activity in mitochondria showing
an increase in this antioxidant enzyme and a recovery of oxidative damage
to lipids in heart and plasma after the negative effects produced by
ovariectomy.

Aging and induced menopause decrease the brain glucose uptake in
vivo measured by PET and ERT is only relatively beneficial in the
immediate treatment group. This “critical time” to initiate the treatment after
ovariectomy reflects similar metabolomic profiles compared with control
and young rat groups.

The challenge for the future is to find a molecular mechanism that
can explain the beneficial effects of ERT and to discover if there are

molecules which mimic these effects too.
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6.2. INTRODUCTION

There are many theories about aging (Medvedev, 1990). One of the
most important is the free radical theory of aging (Harman, 1956a), which
proposes that free radicals are involved in cell damage that accompanies
aging and diseases related thereto. In addition, there is a relationship
between mitochondrial peroxide production and longevity in mammals (Ku
et al., 1993, Lopez-Torres et al., 1993).

Mitochondria are the main source of free radicals in cells. The
damage caused by free radicals associated with aging mainly focuses on
mitochondrial components components (Miquel et al., 1980, Sastre et al.,
1996, Garcia de la Asuncion et al., 1996, Hagen et al., 1997, Barja, 2000,
Navarro and Boveris, 2004).

One of the greatest achievements of the twentieth century is the
increased life expectancy of our species. In Europe, it doubled between
1900 and 1992 (Fernandez Ballesteros 1999) and the life expectancy of
women has always exceeded that of men.

The basis of the difference in life expectancy between men and
women remains unclear but it also occurs in other species, such as the
Wistar rat, when living under identical conditions, same cycles of light and
dark, same food, same temperature, etc. (Borras et al., 2003).

Estrogens have a cardioprotective effect (Arnal et al., 1996), act as
antioxidants in vitro (Ruiz-Larrea et al., 1997), have a positive effect against

the oxidative stress in brain mitochondria (Irwin et al., 2008) and it has been
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postulated that there could be potential protective agents against Alzheimer's
Disease (Tang et al., 1996, Henderson et al., 2000).

However, because some studies (Women's Health Initiative Memory
Study —~-WHIMS-, Women's Health Initiative Study of Cognitive Aging, -
WHISCA-) reject hormone replacement therapy with estrogen in humans,
the use of this hormone is controversial (Rossouw et al., 2002, Resnick,
2006 #3139, Shumaker et al., 2004).

But, in turn, animal studies suggest that the positive effects of
estrogen on the brain and cognitive function may change with age, and be
reduced or lost after the cessation of these hormones over a long period of
time. Human studies support this idea (Sherwin, 2007), not only at the
cognitive level, but also at the cardiovascular level (Merz et al., 2009, Miller
et al., 2009).

Resnick in 2002 (Resnick and Henderson, 2002) postulated that
there is a "window" that must be taken into account after the loss of ovarian
function during which HRT should be initiated to be effective (Sherwin,
2007) as a key factor in the benefits of such therapy. This is what has
become known as the “Critical Time Hypothesis” .

Although there are many studies on the beneficial role of estrogens
in pathological processes associated with aging, especially after menopause
in the case of women, the mechanism of the favorable effects of estrogen
has not yet been investigated in depth.

Thus the main objective of this research is to determine the point in
time after menopause induced by ovariectomy in Wistar rats when ERT is

most beneficial. To do this, several studies have been performed on
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oxidative stress, metabolomics, and cerebral glucose consumption, which

have enabled us to achieve the objectives.

6.3. CRITICAL EVALUATION OF THE
METHODOLOGY: BENEFITS/LIMITATIONS OF THE
TECHNIQUES

Although there are many different aspects we try to cover in this
investigation, we are also aware of the limitations it presents.

Thus, we believe that the main and most important limitation of our
work is the difficulty of extrapolating the results we have obtained
towards a possible application in humans or clinical intervention, in this
case women in the ''perimenopause', as they do not have menopause
immediately as ovariectomised animals do.

Another limitation of this research is that brain metabolism
measured with FDG by PET-CT presents difficulties when interpreting the
results.

This is because we do not know whether FDG really quantifies
glucose uptake by the brain or whether it also evaluates blood flow. Is there
a higher cerebral blood flow by the vasodilator action of estrogens?

For these issues, for the most part we believe it is necessary to
analyze much more specifically those brain areas involved in cognitive

processes in perimenopause, not only by PET-CT but by other
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determinations, cerebral blood flow, structural modification (by CT or MRI)
and/or functional MRI as some authors argue (Joffe et al., 2006).

Regarding the study limitations related to the free radical theory of
aging, we need to evaluate the effects of these therapies on brain
mitochondria, parameters of oxidative stress, and longevity genes in the
brain in general and particularly in specific cerebral areas, since
ovariectomy and ERT have a significant effect on redox state and longevity
genes (Borras et al., 2010).

Regarding brain metabolism and estrogenic action on this organ,
we have not evaluated what role oestrogen receptors can play and the
different impact on glucose transporters in the brain regions, particularly in
blood-brain barrier, after induced menopause and ERT (Vannucci et al.,
1998, Leybaert, 2005, Mann et al., 2003, Dormire, 2009, Shi and Simpkins,
1997, Nagamatsu et al., 1992).

For these reasons, we have scheduled and initiated experiments
designed to elucidate and provide information on these limitations to

complete the study of this thesis.

6.4. EFFECTS OF OVARIECTOMY AND ESTROGEN
REPLACEMENT THERAPY ON THE OXIDANT
PRODUCTION BY HEPATIC MITOCHONDRIA

In vivo experiments show that estrogens have a powerful antioxidant

effect: mitochondrial H,O, production is significantly increased (by more
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than 50%) after ovariectomy and this is completely prevented when
ovariectomized rats are treated with estradiol at doses similar to those used
in ERT (for details see (Borras et al., 2003)). Therefore, it is clear that
estrogens do not act as chemical antioxidants in vivo, but exert their
antioxidant effect by up-regulation of the expression of antioxidant genes
and antioxidant enzymes.

We evaluated the oxidative stress in isolated hepatic mitochondria
from Wistar rats of 3-4 months that underwent ovariectomy to induce
menopause, a sham group being used as controls until sacrifice at 3, 6, and 9
weeks (OVX 3, 6 and 9). The ERT groups were given 17B-estradiol (1
ng/kg/day) subcutaneously for three weeks, starting the day after surgery
(OVX 3E) or three or six weeks later, for the same period of three weeks
(OVX 343E and OVX 6+3E).

We measured the levels of H,O, in the isolated mitochondria to
determine if the time after ovariectomy influences the hydrogen peroxide
production by mitochondria, providing substrates for complex II (succinate)
of the mitochondrial electron transport chain.

Hydrogen peroxide levels in ovariectomized female rat groups were
significantly higher when compared with control rats, and this rate increased
with the weeks after ovariectomy (see Figure 6.1).

This effect was reversed by initiating ERT immediately after
ovariectomy for three weeks (OVX 3E), confirming a previously published
report by Borras et al. (Borras et al., 2003).

Therefore, we also decided to determine whether a delay in estradiol
treatment of 3 to 6 weeks after ovariectomy is effective in preventing the

increase in peroxide production associated with ovariectomy.
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However, all the groups (OVX 6, OVX 3+43E, OVX 9 and OVX
6+3E) significantly increased their production rates relative to controls.
There were no differences between the experimental groups, nor was there

an improvement with estradiol treatment.
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Figure 6.1.- Estrogen treatment against the increase of hydrogen peroxide
produced in isolated hepatic mitochondria from ovariectomized rats (three, six and
nine weeks after ovariectomy) is only effective if applied immediately, or three
and six weeks after, ovariectomy.

Data are expressed as mean = SD of 5-8 different experiments. The statistical
significance is expressed as *p<.05 vs control; **p<.01 vs control; ***p<.001 vs

control; #p<.05 vs OVX 3.
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This indicates that hydrogen peroxide levels at menopause increase
gradually at the initiation of its inception and remain high over time, which
promotes oxidative damage by these free radicals.

Data confirm that, as the weeks go by, ovariectomy negatively
affects the redox state of the liver (Kankofer et al., 2007), the bone
(Muthusami et al., 2005), and the aorta of the "salt sensitive" rat (Zhang et
al., 2007).

Therefore, ERT is ineffective in the protection against hydrogen
peroxide production if it is established three weeks after ovariectomy in rats.

Estradiol treatment does not cause any significant improvement
compared to ovariectomy groups except when the replacement is established

immediately after ovariectomy.

6.5. EFFECTS OF OVARIECTOMY AND ESTROGEN
REPLACEMENT THERAPY ON THE ACTIVITY OF THE
ANTIOXIDANT ENZYME GLUTATHIONE
PEROXIDASE IN HEPATIC MITOCHONDRIA

Oxidative stress is considered to be the “imbalance between
production of free radicals and antioxidant levels in favor of the first ones”
(Sies, 1986) and the production of hydrogen peroxide generated in the
mitochondria by ovariectomy. Figure 6.2 shows the antioxidant levels (the
enzyme glutathione peroxidase -GPx-, one of the antioxidant enzymes
present in mitochondria and that detoxifies hydrogen peroxide) establishing

the differences in oxidative stress between the various groups.
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The enzymatic activity of GPx in the control group decreased in all

the ovariectomy groups, as well as estradiol-replacement groups, except

when ERT was performed immediately.
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Figure 6.2.- Initiating ERT immediately after ovariectomy recovers the
activity of antioxidant enzyme activity of GPx, but late treatment does not.
Glutathione peroxidase (GPx) enzymatic activity in isolated hepatic mitochondria
from ovariectomized rats (three, six and nine weeks after ovariectomy) and
estradiol replacement for three weeks immediately, or three and six weeks after,
ovariectomy.

Data are expressed as mean + SD of 5-8 different experiments. The statistical
significance is expressed as *p<.05 vs control; **p<.01 vs control; ***p<.001 vs

control; #p<.05 vs OVX 3.
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Therefore, estradiol treatment after ovariectomy is effective at the
level of mitochondrial antioxidant enzyme activity only when initiated
immediately; treatment with estradiol immediately after ovariectomy
decreases the production of hydrogen peroxide in isolated mitochondria, but

does bring about improvements subsequently.

6.6. EFFECTS OF OVARIECTOMY AND ESTROGEN
REPLACEMENT THERAPY ON THE OXIDATIVE
DAMAGE IN TISSUES

Having established that there is a difference in oxidative stress in the
various groups studied, we determined whether these differences were also
translated into differences in oxidative damage to biomolecules such as
lipids.

To assess oxidative damage in our study, we determined lipid
peroxidation levels (like malondialdehyde -MDA-) in isolated hepatic
mitochondria from experimental groups in this work.

Figure 6.3 shows all the experimental groups and the negative effect
of ovariectomy on MDA levels in hepatic mitochondria (significantly in
groups after three and six weeks, but not after nine weeks,) can be clearly
seen. Also the benefit of treatment with estradiol occurs in all periods but

not significantly for the ovariectomized group.
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Figure 6.3.- Oxidative damage produced at the beginning of ovariectomy and
estradiol or reversed with longer ovariectomy periods.

Lipid peroxidation levels (MDA) in isolated hepatic mitochondria from
ovariectomized rats (three, six and nine weeks after ovariectomy) and estradiol

replacement for three weeks immediately, or three and six weeks after,

ovariectomy.

Data are expressed as mean + SD of 5-8 different experiments. The statistical

significance is expressed as *p<.05 vs control; **p<.01 vs control.

To check whether the results obtained in mitochondria spread to the

systemic level, we determined the lipid peroxidation levels in plasma of

various groups.
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Figure 6.4 shows all the experimental groups and it can be seen that
only the 3-week ovariectomy group had significantly elevated levels of
MDA compared to controls, normal values returning with estradiol
treatment. Paradoxically, longer periods with and without replacement are

unable to raise these levels of lipid peroxidation in plasma.

nmol MDA/ ml plasma

Figure 6.4. Systemic lipid peroxidation occurs when menopause is established.
Lipid peroxidation levels (MDA) in plasma from ovariectomized rats (three, six
and nine weeks after ovariectomy) and estradiol replacement for three weeks
immediately, or three and six weeks after, ovariectomy.

Data are expressed as mean = SD of 5-8 different experiments. The statistical

significance is expressed as *p<.05 vs control.
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It seems, therefore, that the observed effect in isolated mitochondria
extends to systemic levels three weeks after ovariectomy and replacement
with estradiol, corroborating the results found by TopCuoglu et al.
(Topcuoglu et al., 2009) indicating that there might be some sort of systemic
compensation for the aggression.

But we decided to analyze whether the observed oxidative damage in
isolated mitochondria from liver and plasma extended to some of the major
organs of interest, such as the brain, liver, and heart, since other authors
have found lipid peroxidation in homogenates of liver following
ovariectomy (Kankofer et al., 2007, Topcuoglu et al., 2009) and these
effects are reverted following the administration of estrogens (Topcuoglu et
al., 2009).

Figure 6.5 gives an idea of the variability of the effect of different
periods of ovariectomy and ERT, as there is a clear result from these

experimental groups.
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Figura 6.5.- Lipid peroxidation levels (MDA) in brain from ovariectomized rats
(three, six and nine weeks after ovariectomy) and estradiol replacement for three
weeks immediately, or three and six weeks after, ovariectomy.

Data are expressed as mean + SD of 5-8 different experiments. The statistical

significance is expressed as *p<.05 vs control.

We wanted to see if the effect on the liver of ovariectomy and
different periods of ERT were due to the action of mitochondria or
ovariectomy itself.

Figure 6.6 summarizes the absence of effect of ovariectomy and
estradiol treatment on the liver of female rats in relation to the oxidative

damage and lipid peroxidation measured.
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This contrasts and distinguishes the action of isolated mitochondria

from the liver itself when being involved in processes of oxidative damage.
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Figure 6.6.- The liver as an organ is not involved as mitochondria in lipid
peroxidation levels (MDA) from ovariectomized rats (three, six and nine weeks
after ovariectomy) and estradiol replacement for three weeks immediately, or three
and six weeks after, ovariectomy.

Data are expressed as mean + SD of 5-8 different experiments.

Unlike what happened in both organs previously studied (brain and
liver) and in a similar manner to that observed in isolated mitochondria from
liver, Figure 6.7 shows how ovariectomy immediately followed by three
weeks of ERT decreases lipid peroxidation levels in heart compared to

controls and no differences in any of the other groups studied were found.
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Figura 6.7.- Immediate ERT is beneficial respect to lipid peroxidation levels
(MDA) in heart from ovariectomized rats (three, six and nine weeks after
ovariectomy) and estradiol replacement for three weeks immediately, or three and
six weeks after, ovariectomy.

Data are expressed as mean = SD of 5-8 different experiments. The statistical

significance is expressed as *p<.05 vs control.

Thus, in the section on oxidative damage, we find that at the heart
level, the initiation of hormonal treatment itself is of obvious importance as
it may bear an influence on this particular organ and possibly on the
cardiovascular system in general, as has been published recently (Merz et
al., 2009, Shehata and Kamel, 2008).

As the published data by Rosano (Rosano et al., 2003) concluded,

the cardioprotective effects of HRT, had almost always been assessed in the
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case of humans and likewise in this thesis on "early menopause". So the
need to study this type of therapy more specifically became evident, the
Kronos Early Estrogen Prevention Study (KEEPS) (Miller et al., 2009)
being an example.

The WHI study (Rossouw et al., 2002) ended prematurely due to
problems that originated in the incidence of breast cancer and other types
without ensuring cardiovascular protective effects, probably due to the age
of the participants (65 years, approximately), as happened with the HERS
study (Heart and Estrogen / Progestin Replacement Study) (Grady et al.,
1992, Hulley et al., 1998). The PEPI study (Postmenopausal Estrogen /
Progestin Interventions prospective trial) was conducted on healthy
postmenopausal women between 45 and 64 years of age; it was successful
at the cardiovascular level of HRT (The Writing Group for the PEPI Trial,
JAMA, 1995), and the results were also confirmed by other studies (Allison
et al., 2008, Manson et al., 2007, Spencer et al., 1999, Darling et al., 1997,
Herrington et al., 1999).

6.7. AGING REDUCES THE CEREBRAL GLUCOSE
UPTAKE MEASURED BY IN VIVO POSITRON
EMISSION TOMOGRAPHY (PET)

As noted in the Introduction, there are many studies linking cerebral
glucose uptake with aging (Kushner et al., 1987, Loessner et al., 1995, Ishii
et al., 1997, Garraux et al., 1999, Mosconi et al., 2004b, Pardo et al., 2007,
Borras et al., 2009) and age-associated diseases, especially Alzheimer's
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Disease (Small et al., 2006a, de Leon et al., 2007, Mosconi et al., Mosconi
et al., 2009, Mistur et al., 2009).

Consequently, we now have a double objective:
1.- To evaluate the effect of aging on cerebral glucose uptake
2.- To determine the effect of estrogen replacement at different times

after inducing menopause in rats.

In response to the former objective, Figure 6.7 shows cerebral
glucose uptake in vivo in young rats (3-4 months) and old (22-24 months)
and as can be seen, this declines significantly with age. Thus, aging
interferes with cerebral glucose uptake in rats, confirming the results
published recently by our group (Borras et al., 2009) in a type of mice that

age prematurely (Senescence-Accelerated Mice, "SAM").
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Figura 6.8.- Aging decreases the brain glucose uptake in vivo in young (3-4
months) and old (22-24 months) rats. (A) Coronal view of brain (the intensity is
expressed as “maximal uptake per slice”). (B) Brain glucose (FDG) metabolism
is expressed as SUV.

Data are expressed as mean + SD of 6 different experiments. The statistical

significance is expressed as *p<.05 vs control.
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6.8. EFFECTS OF THE ESTROGEN REPLACEMENT
THERAPY ON CEREBRAL GLUCOSE UPTAKE IN VIVO
IN OVARIECTOMISED WISTAR RATS

Studies such as the Women's Health Initiative (WHI) randomized
controlled trial (Rossouw et al., 2002) had to be discontinued as the risks
outweighed the benefits of estrogen plus progesterone replacement. As
mentioned above, in the published data by Rosano (Rosano et al., 2003), the
cardioprotective effects of HRT were almost always assessed in "early
menopause”, as in this thesis, so the need to study this type of therapy more
specifically (Miller et al., 2009) has become evident.

For that reason, there have been several studies evaluating the
possible effects estrogen replacement in postmenopausal women and the
incidence of dementia or Alzheimer's Disease (Ohkura et al., 1995, Resnick
et al., 1998, Waring et al., 1999, Eberling et al., 2000, Eberling et al., 2003,
Maki and Resnick, 2000, Rasgon et al., 2005, Rasgon et al., 2001,
Schonknecht et al., 2003), highlighting the “Critical Time” of HRT
initiation as a key factor in achieving beneficial or harmful effects.

We support this hypothesis of “Critical Time” with the results of this
thesis.

To answer the second objective suggested above, we examined the
cerebral glucose uptake in all the ovariectomy groups.

All the experimental groups are shown in Figure 6.9 demonstrating
that estradiol treatment after ovariectomy is relatively beneficial for cerebral
glucose uptake in the immediate treatment group but that subsequently no
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positive effect is seen (it was not possible to perform the experiment on the

9-week ovariectomized group -OVX 9-) by PET.

A)

Control OVX3+3E 0OVX6+3E

o L

Figure 6.9.- The cerebral metabolism of glucose matched the control group
levels when ERT was initiated immediately after ovariectomy.

Brain glucose uptake in vivo in ovariectomized rats (three, six and nine weeks after
ovariectomy) and estradiol replacement for three weeks immediately, or three and
six weeks after, ovariectomy.

(A) Coronal view of brain (the intensity is expressed as “maximal uptake per
slice”). (B) Brain glucose (FDG) metabolism is expressed as SUV.

Data are expressed as mean + SD of 6 different experiments. The statistical
significance is expressed as*p<.05 vs control; **p<.01 vs control; ###p<.05 vs

OVX 3.
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6.9. IMMEDIATE ESTROGEN REPLACEMENT HAS
THE BEST METABOLIC PROFILE IN PLASMA OF
OVARIECTOMIZED RATS BY NUCLEAR MAGNETIC
RESONANCE (‘H NMR)

One of the objectives of this thesis was to study the effect on the
metabolic profile of ERT administered at different times after ovariectomy
(OVX) in young rats.

The results could help to supplement and interpret the results
obtained in other experiments on the importance of early initiation of ERT.

Principal Component Analysis (PCA) of NMR spectrum of plasma
allowed us to detect clusters and patterns of the different samples based on
their overall metabolic composition.

Thus, Figure 6.10 shows how different ovariectomy groups are
distant from the control group in the PCA score. In addition, immediate
estradiol replacement (OVX 3E) meant that the scores of this group
resembled those of controls, differentiated into ovariectomy group (OVX 3).
This result differs from the other groups which initiate ERT in subsequent
periods (OVX 3+3E and OVX 6 +3E) however, the 6- and 9-week
ovariectomized groups (OVX 6 and OVX 9) presented the same results as
their respective OVX+E groups.

Based on a recent study (Bertram et al., 2009) which analyzed the
plasma of boys and girls (17-year-olds), there is a considerable difference
attributed to sex hormones because the study found that gender had a great

impact on the metabonomics of the subjects.
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Our results indicate that the effect of estradiol only improved the
metabolic profile of the groups with immediate ERT, which is consistent
with other results obtained in this thesis, supporting the hypothesis of

“critical time” of the initiation of ERT.
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Figure 6.10.- Similarity in metabolic profile between control rats and those
replaced with estradiol immediately after ovariectomy.

PCA scores performed to compare the plasma metabonomics from ovariectomized
rats (three, six and nine weeks after ovariectomy) and estradiol replacement for
three weeks immediately, or three and six weeks after, ovariectomy.

Control group (green triangle), OVX 3 weeks group (red circle), OVX 3E weeks
group (turquoise square), OVX 6 weeks group (red circle), OVX 3 +3E group
(blue square), OVX 9 group (golden circle), OVX 6 +3E group (purple square).

Analyzing the spectrum of the samples shows that the strongest

components in the distribution of the PCA are lipids. The lipid and
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lipoprotein profiles in plasma usually dominate the NMR spectrum.
However, the large overlap of these signals in the spectrum does not allow
individual quantification of lipids contributing to the profile, although it
does make it possible to assess global changes in their distribution.

Figure 6.11 shows the superposition of all the spectra studied, which
clearly shows the reproducibility of the NMR spectrum, the complexity of
the spectrum and metabolic detail (zoom) and, most importantly, that the

spectrum is dominated by lipids, which are the major influence in the PCA.
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Figure 6.11.- Overlay of the aliphatic region of all NMR spectrum studied
with a general indication of the metabolites observed and an expansion of
areas of interest. The enlargement of the lipid region of 0.9 ppm shows the

complex overlap of contributions of lipid and sample variations.
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In future experiments we plan to monitor possible weight gain
caused by ovariectomy, as well as the action of menopause and ERT on
different lipid components (Campos et al., 1997). This is because very
recently published studies (Witte et al., 2010) consider that ovariectomy
causes weight gain mediated by hyperphagia and decreased motor activity
in mice, and metabolic rate and reduced motor activity in rats; weight gain
was also observed by TopCuoglu et al. (Topcuoglu et al., 2009) when
studying the oxidative damage to proteins and their relationship with the
administration of estrogen.

The overall profile of lipids represented in the PCA show similarities
between the different groups. Glycerol data are quantified to check the
possible impact on the triglyceride metabolism.

Glycerol induced a non-significant upward trend with ovariectomy
(OVX 3 and 6), but it was significant in the OVX 9 group. However, in
contrast, the replacement of estradiol was significantly different from the
ovariectomy group in each of the three periods studied, but not in the
control group, except the OVX 3E group (Figure 6.11).

This may indicate that ovariectomy causes an increase in lipid
metabolism, usually due to the use of triglycerides, but not in the case of
those with estradiol replacement. Differences were only detected in the case
of immediate replacement (OVX 3E) in the presence of glycerol in plasma

with respect to their ovariectomy group.
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Figura 6.12.- NMR spectrum of glycerol in plasma from ovariectomized rats
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(three, six and nine weeks after ovariectomy) and estradiol replacement for three
weeks immediately, or three and six weeks after, ovariectomy.

Data are expressed as mean + SD (n= 5-8) of arbitrary units (AU): peak area /
total spectral area. The statistical significance is expressed as *p<.05 vs control;

#p<.05 vs OVX 3y OVX 9; ##p<.01 vs OVX 6.

Taking into account the above results and their possible relationship
with glucose metabolism measured by PET, we evaluated the glucose
metabolite as both glycerol and glucose are inversely related.

Figure 6.13 shows that the glucose circulating levels in plasma, as
measured by 'H NMR, are lower in the OVX 3E group compared to the
control and OVX 3 groups, which could correlate with the highest cerebral
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glucose uptake by the OVX 3E group determined by PET. Contrary to the

results obtained in the PET experiments, the OVX 3+3E group also differed
significantly from the OVX group (OVX 6) but the NMR value was not

lower than the control group; this effect gradually decreased as the

ovariectomy period increased, and was completely lost in the last groups

(OVX 9 and OVX 6+43E).
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Figure 6.13.- NMR spectrum of glucose in plasma from ovariectomized rats
(three, six and nine weeks after ovariectomy) and estradiol replacement for three
weeks immediately, or three and six weeks after, ovariectomy.

Data are expressed as mean + SD (n= 5-8) of arbitrary units (AU): peak area /
total spectral area. The statistical significance is expressed as *p<.05 vs control;

#p<.05 vs OVX 6; ##p<.01 vs OVX 3.
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6.10. IMPORTANCE OF INITIATION OF ESTROGEN
REPLACEMENT THERAPY AFTER MENOPAUSE IS
ESTABLISHED: "CRITICAL TIME HYPOTHESIS"

Treatment with estradiol only appears to be effective if the
replacement occurs immediately after the commencement of menopause,
and ceases to be so if several weeks elapse before starting it (see Figures
4.4,48,4.12,4.16,4.20, 4.24, 4.28, 4.33 and 4.37).

This fact is critical to understand the effectiveness of hormone
replacement therapy, as in most epidemiological studies to date, both with
beneficial (Manning et al., 2001) and adverse results (Rossouw et al., 2002);
this factor has not been taken into account, and yet it seems to be very
important when making the decision to recommend hormone replacement
therapy or not to menopausal women, as recent studies confirm (Bohacek et
al. 2008, Miller et al., 2009).

Therefore, more studies are needed, first with laboratory animals to
extrapolate their results correctly to treatment for humans and thus draw
conclusions for clinical applications (Birge, 1996, Lethaby et al., 2008),
with the above limitations.

So our question is: Would it be feasible to start with these therapies
in the "perimenopause"? What type of subjects (healthy, with diseases
established before the menopause, the seriousness of such diseases, induced
menopause...), etc?

Extending these investigations to other organs of interest, not only
the brain, as recent articles and the revision by Barret (Barrett-Connor and

Laughlin, 2009) and the North American Menopause Society (Utian et al.,
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2008) indicate, it is advisable to start ERT for positive cardiovascular
effects as immediately after menopause as possible with an average duration
of five years or, in accordance with these studies, longer periods.
Furthermore, it is suggested that total mortality is reduced in those cases
where ERT is initiated soon after menopause and there is less cardiovascular
risk. Also, it is recommended to prevent cognitive decline in those areas
affected by Alzheimer's disease, but this therapy is not recommended for
women with symptoms of cognitive decline or aged over 65 years.

Moreover, the final opinion of the North American Menopause
Society (North American Menopause Society, 2010) concludes that recent
research supports the start of HRT near menopause to treat symptoms, to
treat or reduce the risk of certain disorders (such as osteoporosis or
fractures), or both. The benefit / risk ratio of HRT at menopause is
favourable for women who start HRT very close to menopause but
decreases in older women or as time passes from the commencement of
menopause in previously untreated women.

Although, as Professor David H. Barlow of the University of Oxford
said in "Who understands the menopause?" (Barlow, 1997), we must keep
working and working together to "understand".

The results of this study summarized in the conclusions attempt to

approach that understanding.
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Las conclusiones que podemos extraer a la luz de los resultados

obtenidos se enumeran a continuacion:

1. Los niveles de per6xido de hidrégeno tras la menopausia inducida se
incrementan progresivamente al inicio de su instauracién y
permanecen elevados en el tiempo, mientras que el tratamiento
inmediato con estradiol en las ratas ovariectomizadas revierte el
efecto.

2. El inicio del tratamiento con estradiol semanas después de realizarse
la ovariectomia no ejerce ningln efecto beneficioso sobre la
produccién mitocondrial de peréxidos.

3. En las ratas ovariectomizadas disminuye la actividad de la glutatién
peroxidasa y solamente en el grupo tratado con estradiol
inmediatamente después de la ovariectomia este efecto es revertido

4. El tratamiento inmediato con estradiol tras la ovariectomia es
efectivo en la prevenciéon del dafio oxidativo a lipidos en
mitocondrias y corazén tras dicha menopausia inducida, no asi en
cerebro o higado. Asi mismo, el beneficio del tratamiento con
estradiol se da en todos los periodos aunque no de manera
significativa, lo que puede indicar que habria algin tipo de
compensacion sistémica por la agresion.

5. El consumo cerebral de glucosa disminuye con el envejecimiento.

6. La ovariectomia de 3, 6 y 9 semanas en ratas hembra produce un
descenso global en el consumo cerebral de glucosa, similar a las

ratas viejas.
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7. El tratamiento con estradiol produce un aumento significativo en
dicho metabolismo cerebral tnicamente si éste se inicia
inmediatamente tras producirse la ovariectomia

8. El perfil metabdlico en plasma de los animales tratados
inmediatamente con estradiol tras la ovariectomia se asemeja a los
animales control, no ocurriendo en los grupos ovariectomia ni
cuando se inici6 la terapia hormonal en periodos maés tardios.

9. El andlisis del espectro de RMN de los grupos experimentales
muestran que el componente que domina y mayor peso tiene en la
distribuciéon de los metabolitos en plasma es el perfil lipidico
ocasionado probablemente por la ovariectomia.

10. El glicerol se encuentra elevado en el plasma de los grupos
ovariectomizados asi como los repuestos con estradiol pero no de
forma inmediata. Lo contrario ocurre con el metabolito de la
glucosa, dando una idea de la relacién inversa entre el metabolismo

de los lipidos y de la glucosa en los grupos estudiados.

CONCLUSION FINAL: El tratamiento con estradiol parece ser sélo
efectivo si la reposicion se produce inmediatamente tras la instauraciéon
de la menopausia, y deja de serlo si esperamos varias semanas para

comenzarlo.
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