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I. INTRODUCCION

1. NUTRICION

1.1 Nutricion humana y salud

La nutricion y los habitos alimenticios tienen un papel fundamental en el
mantenimiento de un buen estado de salud o, por contra, en la aparicion de
enfermedades en los seres vivos. Una adecuada nutricién permite que un organismo
pueda obtener los mejores resultados de acuerdo a sus recursos y necesidades,
previniendo o curando enfermedades relacionadas con la alimentacion [1]. En
sociedades occidentales actuales, la obesidad estd convirtiéndose en un problema
epidémico de salud publica, es por ello esencial darle un papel prioritario a la nutricion
y su estudio. Los tipos de vida en estas sociedades desarrolladas, industrializadas, con
dietas occidentales, estan alejandose de una alimentacidn sana, consciente y regular, con
comidas poco saludables, rapidas y con exceso de grasas saturadas. Todo ello, unido al

estrés, sedentarismo y habitos poco saludables, restan bienestar al organismo [2].

Se entiende por nutricion al conjunto de procesos y habitos relacionados con la
alimentacion, permitiendo al organismo, mediante procesos de digestion y absorcion,
tomar la energia necesaria para poder llevar a cabo las funciones vitales y realizar
actividades cotidianas. La malnutricion, no solo consiste en una nutricion deficiente,
sino también puede deberse a un desequilibrio en la alimentacion, ya sea por dieta pobre

en general, de algunos nutrientes, o debido a una dieta con ingesta excesiva [3,4].

En el siglo XVIII comenzo6 el estudio cientifico de la relacion entre dieta y salud.
En los navegantes se veian enfermedades carenciales por sus dietas pobres y mondtonas
durante meses en el mar. Los primeros estudios al respecto se relacionaban con
enfermedades debidas a déficit nutricional extremo de algun nutriente, estos problemas
se producian de forma rdpida y desaparecian al administrar los alimentos de los que
habian estado carentes. Siendo faciles de reproducir y estudiar en el campo
experimental de laboratorio. Algunas de estas enfermedades eran el escorbuto, beriberi
y pelagra. Lind realizo6 el primer ensayo clinico cientifico sobre el uso de citricos en el

tratamiento del escorbuto [5].

En los paises desarrollados, han desaparecido, casi por completo, las enfermedades por

carencias nutricionales. Es por ello que, en los estudios actuales, el interés se centra en
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analizar la relacion entre habitos alimentarios y la salud, en relacion a enfermedades
cronicas como las cardiovasculares, diabetes tipo 2, obesidad y sindrome metabdlico
entre otras. Estas enfermedades estan relacionadas con un exceso de grasa o energia en

la dieta.

Dieta y salud durante el desarrollo de la especie humana

La especie humana es omnivora, nuestros antecesores tenian una dieta omnivora
pero gran parte de la dieta se componia de alimentos vegetales. Hace 50000 afios, en el
Paleolitico, se introdujeron de forma progresiva los alimentos animales. Con el
desarrollo de la especie humana y el desarrollo de herramientas para poder cazar, los
alimentos mayoritariamente vegetales fueron sustituyéndose por alimentos de origen
animal, pero ain con poco contenido graso, como es la carne de caza magra. Desde
hace 10000 afios (Mesolitico y Neolitico), comienza la domesticacion de animales y
desarrollo de la agricultura, teniendo una dieta caracterizada por menos proteinas de
origen animal y mas hidratos de carbono procedentes de la agricultura, apareciendo

algunas enfermedades cronicas y carenciales.

Nuestros genes, preparados para épocas de escasez alimentaria y corta esperanza
de vida, no han tenido tiempo para evolucionar hasta la situacion actual de sedentarismo
e ingesta calorica excesiva durante una vida mas prolongada, por lo que los genes cuya
interaccion con la dieta y el medio ambiente favorecian la supervivencia del individuo
hasta hace unos 100 afos, hoy pueden actuar facilitando que aparezcan enfermedades
como obesidad, diabetes e hipertension. La preferencia del hombre por alimentos ricos
en grasas y proteinas, es una herencia de la programacion genética que nos hacia tomar
aquellos alimentos que nos dieran mas posibilidades de supervivencia, lo cual provoca

ahora un compromiso para nuestra salud y longevidad.

En las ultimas décadas, el gran aumento en la esperanza de vida, también ha conllevado
la aparicion de enfermedades degenerativas. Estas enfermedades, al aparecer en edades
superiores a la reproductiva, tienen poca influencia genética en las generaciones
posteriores, con poca adaptacion evolutiva a las mismas, no se transmiten aquellas
posibles ventajas genéticas a las enfermedades degenerativas entre individuos ya que se

dan a edades tardias para la reproduccion.

Actualmente, en las sociedades desarrolladas, con abundancia de alimentos, los

habitos alimentarios se asocian a aparicion de enfermedades cronicas. Toda la dotacion
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genética del ser humano, seleccionada para favorecer la supervivencia en periodos de
hambruna, se torna perjudicial, favoreciendo el desarrollo de enfermedades como

obesidad, diabetes tipo 2 y patologias cardiovasculares [6].

1.2 Recomendaciones dietéticas y nutricionales. Dietas

Existen numerosos tipos de hébitos alimentarios y dietas en funcion de la cultura
y region que estudiemos. Nos centraremos en la dieta mediterranea caracteristica de
los paises de la cuenca mediterrdnea y en la dieta de los paises occidentales
desarrollados (dietas occidentales). Cada vez mas, en los ultimos tiempos, se esta
perdiendo el seguimiento de una dieta mediterranea en zonas de la cuenca mediterranea,

tendiendo al cambio hacia una dieta occidental, con consecuencias para la salud.

a) Dieta de los paises occidentales:

Predominante en paises como EEUU, Inglaterra, norte y centro de Europa. Se

caracteriza por:

- Alto consumo de féculas (patata) y productos de reposteria con hidratos  de

carbono refinados y grasa animal o grasa hidrogenada.

- Consumo frecuente de carnes rojas (vaca, cerdo, cordero) y sus derivados

(incluso mas de 150 gr/dia).
- Consumo elevado de productos lacteos, nata y mantequilla.
- Consumo escaso de frutas, hortalizas, cereales integrales y legumbres.

- Consumo de alcohol de forma episddica y concentrado en fines de

s€émana.

Pese a relacionarse con buenos indices sanitarios (baja mortalidad infantil, talla elevada,
poca incidencia de enfermedades infecciosas y baja frecuencia de epidemias) se asocia a
incidencia muy alta de enfermedades cronicas como la cardiopatia isquémica (hasta 5
veces mayor que en paises de la cuenca mediterranea) y distintos tipos de cancer.
Estudios epidemioldgicos de japoneses emigrados a EEUU han demostrado un aumento
de cardiopatia isquémica al emigrar de oriente a occidente y someterse a dietas
occidentales [7] defendiendo que una dieta hipercalorica induce a patologias

inflamatorias del tipo cardiopatia isquémica.
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b) Dieta mediterranea:

Ancel Keys en los afios 50 y 60 estudi6 en varios paises occidentales la relacion
dieta — incidencia y mortalidad de la enfermedad coronaria (“El estudio de los 7
paises”). Estudid los habitos alimentarios en diferentes poblaciones y especialmente el
consumo de grasa saturada, viendo que el incremento en este consumo, hacia aumentar
el colesterol y desarrollo de problemas cardiacos. Sirvid para establecer la hipotesis

dieta-corazon con un efecto beneficioso de la dieta mediterranea [8,9].

Keys caracterizo la dieta mediterranea con bajo consumo de carne y grasas animales,

reemplazados por cereales y aceite de oliva.

Los habitos alimentarios de la dieta mediterranea incluyen gran cantidad de legumbres,
cereales, hortalizas, aceite de oliva, queso y, en menor cantidad, carne y salazones de
pescado. Esta dieta ha ido cambiando hasta la actualidad por el acceso a productos
tipicos de una dieta occidental con mdés productos carnicos y reposteria industrial,
disminuyendo el consumo de cereales y hortalizas, aumentando el de frutas, lacteos,
aceite de oliva y otras grasas vegetales. Esto hace que la dieta mediterranea esté

modificandose hacia patrones mas similares a la dieta occidental convencional [10].
Caracteristicas de la dieta mediterranea:

1. Elevado consumo de aceite de oliva (acidos grasos monoinsaturados en vez de
saturados). Es el rasgo mas caracteristico.

2. Elevado consumo de cereales (sobre todo pan), legumbres, frutas, hortalizas.

3. Bajo consumo de carne y derivados.

4. Consumo moderado de productos lacteos, vino y otras bebidas alcoholicas.

En los ultimos tiempos, se ha incrementado la esperanza de vida en los paises
desarrollados, pero de forma simultinea también ha aumentando la prevalencia de
enfermedades cronicas. La edad es un condicionante indiscutible, pero la dieta

inadecuada y el sedentarismo juegan un papel fundamental en estas enfermedades.

La nutriciéon adecuada en el adulto, dieta equilibrada o dieta saludable, es definida
como “aquella que aporta una cantidad adecuada y variada de alimentos,
proporcionando los nutrientes cualitativa y cuantitativamente necesarios para el
funcionamiento normal de nuestro organismo, en el momento actual y en el futuro”. Lo

cual previene la aparicion de enfermedades cronicas relacionadas con la nutricion [11].
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Aun asi, los individuos que desarrollan enfermedades cronicas, suelen tener el mismo
patron alimentario que sus conciudadanos sanos, por lo que éstas aparecen por una
compleja interrelacion entre la susceptibilidad individual (predisposicion genética) y el

entorno (siendo la dieta un condicionante importante junto a otros factores).

Actualmente se considera que una dieta adecuada seria aquella que consiga el
equilibro entre el aporte de energia y nutrientes necesarios para evitar las enfermedades
carenciales y que a su vez trate de prevenir las patologias cronicas/degenerativas debido
a un exceso de nutrientes y calorias. Una disregulacion de esta balanza conllevaria la

aparicion de enfermedades [Figura 1].

Dulces
Alcohol
Bolleria industrial
‘mbutidos, cames grasas
OCASIONAL
2 raciones a la semana
Came {magra preferible)
Pasta. arroz o patatas

Limitar sal y lacteos no desnatados
MODERADO
Lacteos desnatados
{1 o 2 tomas al dia)

FRECUENTE
3 raciones de cada a la semana
Frutos secos, huevos, aves, pescado azul

DIARIO
- Harinas integrales — Grasas saludables — Frutas y verduras
- Abundante agua

GASTO
ko PESO BB e - Actividad metabolica

- Ejercicio fisico

INGESTA
- Aporte de alimentos %

Figura 1. Piramide nutricional y equilibrio energético.

Las recomendaciones nutricionales incluyen una ingesta diaria de frutas y verduras,
grasas saludables (evitando las saturadas) y harinas integrales. Consumo frecuente de
aves, pescados azules, huevos y frutos secos. Tomar con moderacion lacteos, y a ser
posible, desnatados. Ocasionalmente harinas refinadas, como son la pasta y el pan,
mantequilla, carnes rojas y sal con moderacion. Excepcionalmente tomar bolleria

industrial, chocolates, dulces, alcohol, embutidos y carnes grasas. Junto con todo ello,
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es importante una buena hidratacién con 2-3 litros de agua diarios [12].

1.3 Grasas en la dieta

Las grasas, son necesarias y fundamentales para una nutricion adecuada. Son
ésteres en los que uno, dos o tres acidos grasos se unen a una molécula de glicerina,
formando mono, di o triglicéridos. El tipo mas comun son los triglicéridos, pudiendo
estar formados por diferentes tipos de acidos grasos. Estos acidos grasos son los que
condicionan que, a temperatura ambiente, sean grasas solidas o liquidas (aceites). Las
grasas son insolubles en agua, con densidad inferior a la misma, y estan presentes en el
reino animal y vegetal. Cada gramo de grasa proporciona 9 kcal al metabolizarse,
cumpliendo ademas funcidn estructural y metabodlica. Aportan a la dieta dcidos grasos
esenciales, como el linoleico y el o- linolénico siendo vehiculo de vitaminas
liposolubles (A, D y E), ademés de favorecer la palabilidad de la dieta. El problema
aparece cuando las dietas se conforman con elevado contenido graso, marcando una
dieta hipercaldrica con alto poder obesogénico, generando una predisposicion al

desarrollo de obesidad y problemas metabolicos e inflamatorios.
Tipos de grasa

En funcion del tipo de acidos grasos que las formen, valorando su grado de

insaturacion (enlaces dobles o triples), tenemos:

a) Grasas saturadas: Formadas mayoritariamente por acidos grasos saturados.
Solida a temperatura ambiente. Elevan niveles plasmaticos de colesterol asociado a
lipoproteinas LDL. La mayoria son de origen animal (tocino), pero también las hay de

origen vegetal (aceite de coco y palma).

b) Grasas insaturadas: Formadas mayoritariamente por acidos grasos
insaturados como el oleico. Liquidas a temperatura ambiente, conocidas cominmente
como aceites (oliva, girasol, maiz). Son las mas beneficiosas para el cuerpo humano,
conteniendo acidos grasos que son nutrientes esenciales. En su mayoria son de origen

vegetal. Dentro de las grasas insaturadas tenemos:

- Grasas monoinsaturadas: Reducen niveles plasmaticos de colesterol
asociado a las lipoproteinas LDL, evitando el efecto aterogénico. Las encontramos en

aceite de oliva, aguacate, frutos secos. Elevan niveles de HDL.
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- Grasas poliinsaturadas: Formadas por acidos grasos de las series omega
3 y omega 6. Las formadas por las series omega 6 reducen niveles LDL y HDL [13], los
de la serie omega 3 tienen menor efecto. Se encuentran en pescados azules, semillas y

algunos frutos secos.

¢) Grasas Trans: Obtenidas por hidrogenacion de los aceites vegetales. Son mas
perjudiciales que las grasas saturadas naturales, elevando niveles LDL, descendiendo

las HDL y con alto poder aterogénico.

En funcién de su procedencia podemos también clasificar las grasas en origen
animal, vegetal o grasas modificadas. Las grasas animales son las obtenidas a partir
de los depdsitos adiposos de ciertos animales, siendo la manteca de cerdo la mas
utilizada, éstas han sido ampliamente utilizadas en estudios para generar una dieta

hipercaldrica alta en grasas.

La ingesta de grasas saturadas es el mayor determinante dietético de los niveles
de colesterol-LDL, siendo este el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de
enfermedad coronaria. En la prevencion de la enfermedad cardiovascular durante el
envejecimiento, estudios epidemiologicos han demostrado que es mas importante el tipo
de grasa consumida que la cantidad total ingerida. Es por ello que deben restringirse en

casos de obesidad, diabetes y enfermedad cardiovascular [14,15].

1.4 Malnutricion. Dietas hipercaldricas en paises desarrollados,

influencia en la salud y patologias inflamatorias

La malnutricién puede originar enfermedades de muy diversos tipos. La primera
evidencia experimental que permitio relacionar la dieta y las enfermedades fue la
relacion encontrada entre el escorbuto que presentaban los marinos embarcados y la

escasez de frutas y verduras frescas de su dieta [5].

El papel de la nutricion humana en la salud publica constituye una de las grandes
areas de investigacion y politica sanitaria en los paises desarrollados. Los patrones de
enfermedad en estos paises desarrollados han experimentado un profundo cambio de la
mano de los patrones dietéticos y estilos de vida. La situacion actual de abundancia de
alimentos y sobreproduccion esta haciendo crecer la preocupacion por la relacion dieta-

salud en estos paises.
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Alrededor de 1965, aparecieron evidencias que sugerian como enfermedades, que
normalmente no se habian asociado con la nutricion, tenian también su origen en la
misma. Un ejemplo evidente fue la cardiopatia isquémica, enfermedad considerada

como una importante causa de mortalidad en muchas zonas del mundo.

Conforme se han realizado investigaciones sobre las bases fisioldgicas y bioquimicas de
enfermedades degenerativas cronicas se ha ido observando mayor relacién entre la
nutricion y las mismas. Actualmente, la obesidad tiene tal prevalencia a nivel mundial,
sobre todo en estos paises desarrollados, que constituye un importante problema de

salud publica [2,16].

Tanto los excesos nutricionales, como las carencias, son objeto digno de estudio y
tienen relacion con procesos cronico degenerativos que suponen un coste elevado para
los sistemas sanitarios. Debido a la notable diferencia en la disponibilidad alimenticia
entre poblaciones de paises desarrollados y aquellos en vias de desarrollo se ha
observado una gran diferencia en la prevalencia de ciertas patologias entre ambas
comunidades, existiendo en los paises desarrollados mas factores de riesgo dietéticos y

nutricionales para el desarrollo de enfermedades degenerativas.

En los paises en vias de desarrollo, las principales causas de enfermedad y muerte
relacionadas con la nutricion se deben a una dieta de insuficiente valor calorico y
nutrientes. Sin embargo, en los paises desarrollados, las principales causas son las

enfermedades degenerativas, caracterizadas por:
- Manifestaciones clinicas con aparicion en la época media de la vida.
- Etiologia multiple.

- Relacionadas con dietas de elevado valor calorico y abundante contenido de

alimentos de origen animal.

En el pasado, las enfermedades mas comunes en los paises occidentales eran
agudas, sobre todo infecciosas, al igual que en los paises en vias de desarrollo,
solucionadas con tratamiento farmacoldgico. Sin embargo, tras los procesos de
urbanizacion e industrializacion en los paises occidentales, se ha elevado la prevalencia
de enfermedades degenerativas, cuya manifestacion clinica se da en una fase avanzada
del problema. En las Gltimas décadas, numerosos estudios se han centrado en el papel
de la dieta, en conjunto o de alguno de sus componentes, en el desarrollo de

enfermedades degenerativas [6,12,17].
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1.5 Nutricion v obesidad

El problema de los cambios dietéticos y habitos de vida poco saludables a los
que estamos asistiendo se traduce en una mayor predisposicion al desarrollo de
obesidad, con lo que ello conlleva. La obesidad puede definirse como un “aumento de
grasa corporal, traducida en un incremento de peso, por ingreso energético en la
alimentacion que supera el gasto caldrico (balance de energia positiva) por un periodo
de tiempo prolongado.” Actualmente, tiene tal prevalencia a nivel mundial, sobre todo
en paises desarrollados, que constituye un importante problema de salud publica [2].

Por este motivo, la OMS, la incluye dentro de las epidemias del siglo XXI.

Epidemiologia

Respecto a su prevalencia, la obesidad es la enfermedad metabdlica mas
prevalente del mundo occidental, siendo una de las causas principales del aumento de la
morbimortalidad en los paises desarrollados y constituyendo un grave problema de
salud publica. En Europa, mas de la mitad de los adultos de entre 35 y 65 afos
presentan sobrepeso o son obesos. La prevalencia de obesidad va en aumento en los
paises desarrollados, Espafia estd en un punto intermedio entre el norte de Europa,
Francia y Japon, con las menores proporciones de obesos, y EEUU y los paises del este

europeo, con mayor nimero de casos.

El ntimero de personas con sobrepeso en todo el mundo sobrepasa ya los 2.100
millones, aumentando los problemas de salud relacionados y teniendo una mayor

morbilidad y mortalidad las personas que lo sufren [2,18,19].

A la hora de valorar la obesidad de un individuo, podemos analizar el IMC, dividiendo
los kilogramos de peso por el cuadrado de la estatura en metros (IMC = peso [kg]/
estatura [m2]). Se consideran valores normales IMC entre 18-25. Sobrepeso entre 25-

30, obesidad grado 1 entre 30-35 y obesidad grado 2-3 mas de 35.

Respecto a la morbimortalidad, diversos estudios epidemiologicos han
demostrado que personas con un IMC>27kg/m” tienen riesgo relativo 70% mayor de
padecer patologias relacionadas con la obesidad debido a los desérdenes metabodlicos e
inflamatorios que la acompafian, como son problemas cardiovasculares, infarto,
diabetes mellitus tipo II y cancer. Para considerar la obesidad como factor de riesgo,
tiene que reunir la condicion de aumento de peso y grasa corporal, asi como incremento

de morbimortalidad [20].
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Etiologia y factores relacionados a la aparicion de obesidad

En la obesidad estdn implicados factores genéticos, endocrinos, neurologicos,
psicoldgicos y ambientales en mayor o menor grado, siendo la base un desajuste cronico
del balance energético por aumento en la ingesta y/o por disminucion sistematica en el
gasto de energia. Los factores ambientales como la excesiva comida ingerida y un estilo

de vida sedentario son las principales causas de aparicion de la enfermedad.

El incremento en la prevalencia de casos de sobrepeso y obesidad en el mundo entero se
ha desarrollado a la par de una progresiva disminucion de la energia gastada en las
actividades laborales, tareas del hogar y necesidades diarias. Todo ello junto con el
incremento de las dietas ricas en grasas y azucares ha elevado la obesidad en la
poblacion. El cambio fundamental ha venido de factores del entorno humano ya que el
genotipo humano no ha cambiado sustancialmente en las Gltimas décadas. Cambios en
el dia a dia, como la aparicion de maquinas que sustituyen tareas fisicas a realizar
tradicionalmente por los humanos pueden tener un importante impacto en el gasto total
diario de energia consumida. Ademas de esta reduccion del gasto energético por baja
actividad fisica, se ha sumado una dieta que se traduce en mayor energia consumida,
con exceso de grasa y comida hipercalorica. El consumismo ha favorecido la idea de
necesitar grandes cantidades de comida, con grandes porciones e ingestas frecuentes.
Todo ello unido al menor coste y facilidad al acceso y disponibilidad de comida en el
dia a dia. De un modo u otro existe consenso en que el factor genético no es causa

independiente de obesidad y es necesario la suma de otros factores.

Tejido adiposo y obesidad: El tejido adiposo como glandula endocrina

El tejido adiposo promueve la liberacion de determinadas sustancias que actiian
regulando funciones relacionadas con la ingesta y el metabolismo energético. Estas
proteinas y moléculas que los adipocitos producen al diferenciarse pueden ser
estudiadas al analizar un organismo. Las principales hormonas sintetizadas por el tejido
adiposo son los estrogenos y androgenos, los retinoides, el angiotensindgeno, la leptina,

TNF-a y la adiponectina.

La leptina es producida por las células grasas del tejido adiposo blanco. Regula
el apetito y el balance energético actuando sobre el centro de la saciedad, inhibiendo el
apetito segun la grasa corporal de reserva existente. Promueve el efecto inflamatorio y

disminuye la sensibilidad a la insulina. Act@ia sobre los nucleos hipotalamicos del
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hambre y la saciedad, inhibiendo el primero y estimulando el segundo. Es la encargada
del balance energético a medio y largo plazo, al aumentar la grasa, los adipocitos
segregan leptina que llega al hipotdlamo, uniéndose a los receptores correspondientes y
dando sefial de saciedad e inhibicion del apetito, ademas de hacer aumentar el gasto
energético. Sin embargo, en los humanos obesos los niveles de leptina plasmaticos estan
elevados hasta en 5 veces respecto a los individuos no obesos, pudiendo ser debido a
una resistencia a nivel central a esta hormona y no a una falta en la produccion de la
misma (resistencia a la leptina) [21]. Ademds la administracion de leptina en estos
individuos no ha demostrado reducir la obesidad, en contraste a lo que ocurre en los
modelos animales de laboratorio, por lo que los mecanismos que controlan el
metabolismo y peso corporal en humanos son mas complejos, necesitindose mas

investigaciones al respecto.

Los estudios de experimentacion realizados han observado que la modificacion
de la magnitud de las reservas grasas (por control dietético, tratamiento quirtrgico o
estado experimental de sobrealimentacion) se traducen en cambios importantes de
niveles circulantes de leptina pero en menor magnitud de lo esperado, por lo que ain
falta por conocer todos los mecanismos y sustancias implicados en la regulacion de la
expresion y sintesis. Parecen existir otros factores moduladores de la expresion y

sintesis de esta hormona [22, 23].

La adiponectina es una adipocitoquina secretada por los adipocitos, regula el
metabolismo energético del organismo, ya que estimula la oxidacion de acidos grasos,
reduce los triglicéridos plasmaticos y mejora el metabolismo de la glucosa mediante un
aumento de la sensibilidad a la insulina. Ademas, inhibe las fases iniciales de la
aterosclerosis, ya que reduce la expresion de moléculas de adhesion en células
endoteliales, la transformacion de macréfagos en células espumosas, la expresion del
factor de necrosis tumoral (TNF) y la proliferacion de células de tejido muscular liso,

disminuyendo el efecto inflamatorio.

Diferentes estados de resistencia a la insulina, como la obesidad y la diabetes tipo 2, o
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares se han asociado con una reduccion de
los valores de adiponectina plasmatica. La cuantificacion de la concentracion de
adiponectina plasmatica podria permitir la caracterizacion de estos pacientes en funcion
del riesgo de desarrollar complicaciones [24]. Asimismo, cualquier farmaco que

aumente la concentracion de adiponectina o estimule su accion podria tener una
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potencial aplicacién terapéutica en el tratamiento de estas enfermedades, pues esta
adipocitoquina, ademas de aumentar la sensibilidad a insulina, presenta propiedades

antiinflamatorias [25].

Solo es producida por el tejido adiposo y sus niveles son muy bajos en el plasma de los
obesos, asociado a una elevada resistencia a la insulina. Tiene receptores en diversos

organos para regular positivamente la oxidacion de acidos grasos y la accion insulinica.

La disregulacion del ratio leptina/adiponectina se ha asociado a enfermedad

cardiovascular, sindrome metabdlico e higado graso no alcohdlico [26]

Niveles séricos bajos de adiponectina se han asociado a enfermedades coronarias,
hipertrofia cardiaca del ventriculo izquierdo e hipertension, con riesgo de infarto de

miocardio [27, 28, 29, 30].

1.6 Influencia en la salud v consecuencias clinicas de la obesidad

La obesidad conlleva alteraciones metabdlicas con un estado inflamatorio y
patologias asociadas con alta trascendencia por comorbilidades como la diabetes
mellitus tipo 2, hipertension arterial, dislipidemia, patologias inflamatorias como la
enfermedad cardiovascular, sindrome metabolico y hasta riesgo de muerte prematura
per se en la obesidad morbida. Entre todas ellas, destacamos la enfermedad
cardiovascular, estado patologico caracterizado por la disfuncion del corazon y vasos

sanguineos [31, 32].

La obesidad también se ha relacionado con un aumento del deterioro cognitivo

asociado al envejecimiento [33].
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Figura 2. Obesidad y su relacion con la inflamacion y patologias asociadas. La obesidad
lleva consigo una hipertrofia del tejido adiposo, con aumento en los niveles de acidos grasos
libres, esteroideos, LDL oxidados y leptina. Se produce una inflamacion sistémica de bajo grado

con mayores niveles de apoptosis y enfermedades relacionadas como la cardiovascular.

1.6.1. Obesidad: Estrés oxidativo y envejecimiento

Todos los organismos aerobios requieren oxigeno para la produccion eficiente
de energia, sin embargo, el oxigeno es toxico en determinadas condiciones celulares,
estando mediada esta toxicidad por radicales libres que se forman a partir del mismo
como especies parcialmente reducidas altamente reactivas. Un radical libre es una
especie quimica que contiene uno o mas electrones desapareados en sus orbitales
externos, por esta configuracion electronica son inestables y extremadamente reactivos,
extrayendo electrones de las moléculas cercanas. Existen fuentes exdgenas y fuentes
intracelulares de radicales libres de oxigeno. Los dafios oxidativos producidos por los
radicales libres de oxigeno se relacionan con la aparicion de distintos tipos de

enfermedades y alteraciones clinicas.

Los radicales libres forman parte de muchas reacciones metabolicas y se producen en el
organismo en condiciones normales de disponibilidad de oxigeno, resultando utiles en
numerosos procesos. El problema viene cuando estas especies reactivas se producen en
exceso ante una carga nutricional excesiva o cuando los sistemas de defensa

antioxidante fallan, se produce un estrés oxidativo, reaccionando los radicales libres con
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los diferentes componentes celulares, originando dafio oxidativo celular con Ia

consiguiente progresion de patologias inflamatorias.

Las interacciones de los radicales libres de oxigeno con los constituyentes celulares
pueden dar lugar a alteraciones en el metabolismo celular y provocar dafios subcelulares
que pueden provocar enfermedades o incluso la muerte. Los radicales libres de oxigeno
estan implicados en muchas patologias y procesos de envejecimiento mediante la

activacion de la inflamacion.

Produccion aumentada de radicales
libres de oxigeno

Interaccion con proteinas, lipidos,
acidos nucléicos e hidratos de carbono

Alteracion del metabolismo celular y

dano subcelular

Deterioro de la homeostasis celular

Enfermedades inflamatorias y
envejecimiento

Figura 3. Estrés oxidativo, patologias inflamatorias y envejecimiento

El organismo tiene sistemas de defensa antioxidante primarios y secundarios.
Dentro de los primarios, enzimas como la superoxidodismutasa o la catalasa
disminuyen concentraciones intra y extracelulares de las especies reactivas de oxigeno
(O2). SOD cataliza O," en H,O,. La catalasa cataliza la reduccion del HO, a H,O y O,
[34, 35]. Un exceso de SOD que no vaya acompafiado de la catalasa puede ser

perjudicial para el organismo ya que se acumula perdxido de hidroégeno.
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Figura 4. Reduccion del anion radical superdxido a través de los sistemas enzimaticos

endogenos antioxidantes.

1.6.2 Obesidad y Diabetes Mellitus tipo 2

La resistencia a la insulina es una situacion en la que cantidades normales de
insulina son inadecuadas para producir una respuesta normal en las células grasas,
musculares e higado. Ello hace que no haya tolerancia adecuada a la glucosa y se
produzca una hiperglucemia eventual con efecto perjudicial sistémico, actuando sobre

todo el sistema vascular.

Las dietas hipercaloricas prolongadas en el tiempo causan aumento en los niveles de
glucosa e insulina favoreciendo el desarrollo de la resistencia a la insulina y diabetes.
Asi mismo, la inflamacion sistémica de bajo grado que caracteriza el proceso de
envejecimiento, también contribuye al desarrollo de resistencia a la insulina por

diversas vias.

Estudios que han evaluado ratones alimentados con dietas hipercaloricas, han
encontrado alteraciones en los niveles plasmaticos de marcadores que predicen el inicio
de la diabetes y una vida mas corta, incluyendo niveles aumentados de insulina, glucosa
e IGF-1. La persistencia de niveles elevados de glucosa durante mas de 60 minutos tras
un test de tolerancia a la glucosa es inusual en ratones jévenes, pero comun en animales

mas viejos [36].

1.6.3 Obesidad v Sindrome Metabolico

El sindrome metabolico, como se describio originalmente (Reaven, 1988) es una
combinacion de obesidad, hipertension, tolerancia a la glucosa dafada o diabetes,
hiperinsulinemia y dislipidemia (elevacion de triglicéridos y disminucion de HDL).

Todas esas caracteristicas son también consideradas factores de riesgo para la
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aterosclerosis, deduciéndose que el sindrome metabolico constituye un riesgo para los

problemas cardiacos.

El estrés oxidativo puede actuar como factor potenciador que explique la relacion entre
cada componente del sindrome metabdlico y otras patologias asociadas. Estas
condiciones muestran elevados niveles en suero de productos derivados del dafio
oxidativo, con un estado proinflamatorio que influye a cada uno de los elementos de
forma bidireccional. Se estima que un cuarto de la poblacion adulta mundial esta
afectada por sindrome metabolico. Es aceptado que el origen de estos desérdenes
metabolicos es este estado sistémico “proinflamatorio” derivado de una ingesta caldrica
excesiva y sobrenutricion, con apoyo de otras condiciones inflamatorias cronicas. Esta
hipoétesis establece que este estado proinflamatorio, caracterizado por un incremento en
los mediadores inflamatorios, como el factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a), induce
resistencia a la insulina, promoviendo mayor inflamacién e incrementando la
concentracion de acidos grasos libres (derivados sobre todo de la lipdlisis) y una
interferencia resultante de los efectos antiinflamatorios de la insulina. Este estado
proinflamatorio se traduce en un incremento del estrés oxidativo, con la capacidad de

dafiar mecanismos bioldgicos fundamentales [37, 38, 39, 40].

1.6.4 Obesidad v patologia cardiovascular

Los cambios metabdlicos e inflamatorios que se dan durante la obesidad,
incrementan los problemas cardiovasculares asociados al estado proinflamatorio que
caracteriza el envejecimiento. La incidencia de patologias cardiovasculares y
metabolicas esta creciendo en la poblacion mundial en los ultimos tiempos,
obteniéndose una mayor prevalencia en individuos obesos. Numerosos estudios
demuestran que un exceso de tejido adiposo, principalmente en el abdomen, se asocia
con complicaciones cardiovasculares como hipertension y problemas arteriales

[18,19,20,31,32].

1.7 Tratamiento de la obesidad

El tratamiento de la obesidad sigue siendo un desafio, hay diferencias entre
pacientes siguiendo las mismas pautas terapéuticas, siendo pocas enfermedades tan
resistentes al tratamiento de la misma. El arsenal terapéutico para hacer frente a la

obesidad se basa en la dieta y ejercicio, junto a tratamiento conductual y uso ocasional
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de farmacos. La cirugia, queda para grandes obesidades resistentes a medidas

convencionales, teniendo bastante eficacia.

En lo que se refiere al tratamiento farmacoldgico, a partir de los 6 meses de uso, se
produce tolerancia farmacolégica y su efectividad desaparece en la mayoria de los casos
[41]. Pueden actuar a través de tres vias: controlando el apetito, disminuyendo la
absorcion de nutrientes o aumentando el gasto metabolico. Actualmente existen dos
opciones farmacoldgicas: Sibutramina y Orlistat, quedando su prescripcion limitada a

grupos concretos.

2. ENVEJECIMIENTO

2.1. Conceptos v bases del envejecimiento

El envejecimiento, como proceso natural intrinseco comun a todos los seres
vivos, tiene una gran importancia social. Actualmente, més del 20 % de la poblacion
mundial supera los 65 afios y la esperanza de vida es cada vez mayor. Hay que
diferenciar entre vivir mas y vivir mejor, es por ello que el estudio del envejecimiento y
sus patologias asociadas estd en auge y centra numerosos estudios de investigacion para
tratar de conseguir alcanzar la edad maxima en las mejores condiciones fisicas,
mentales y emocionales. Cada vez la incidencia de enfermedades cronicas relacionadas
con la edad y el envejecimiento es mayor, suponiendo un coste importante para el
sistema de atencion sanitaria, lo que hace el estudio del envejecimiento y sus patologias
asociadas mas importante si cabe. Algunas de las principales enfermedades asociadas a
este proceso son enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y Parkinson,

diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares o cancer [42].

Se conoce como envejecimiento al fendmeno, comuin a todos los organismos
multicelulares, descrito como un declive enddgeno y progresivo en la eficacia de los
procesos fisioldgicos tras la fase reproductora de la vida, provocando funcion alterada y
resultando en vulnerabilidad aumentada [43]. Este deterioro es el principal factor de

riesgo para numerosas patologias humanas.

El envejecimiento, como proceso independiente a las enfermedades asociadas,
representa los cambios fisiologicos universales e inexorables que se producen por la

edad sin estar afectados por enfermedades asociadas al mismo o por el entorno. Pero
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este envejecimiento estd muy influenciado por el entorno, estilo de vida, habitos

nutricionales y enfermedades derivadas del paso de los afios.

Cada especie tiene una edad caracteristica a la cual todos los individuos de la misma ya
habran muerto, en el humano esta edad de vida maxima estd en torno 110-120 afios.
Desde 1840 las expectativas de vida media han ido creciendo junto con la inversion en
salud, apareciendo enfermedades hasta ahora infrecuentes como las diversas
enfermedades de tipo cardiovascular. La poblacion anciana cada vez adquiere un mayor
peso poblacional, adquiriendo el estudio del envejecimiento una importancia mayor
conforme avanza este cambio. A partir de los 50 afios de edad se multiplica de forma
exponencial la presencia de patologias asociadas a la edad y se ha estimado que para el
ano 2050, un tercio de la poblacion alcance mas de 80 afios (400 millones de personas).
Espana sera el pais mas envejecido del mundo, debido a las migraciones, descenso de

natalidad y aumento de la esperanza de vida.
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Figura 5. Esperanza de vida al nacer en las ultimas décadas

En la vida humana hay un primer proceso evolutivo que culmina en la madurez,
seguido de un proceso de involucion correspondiente al envejecimiento. La suma de
todas las alteraciones producidas en el organismo con el paso del tiempo conduce a la
pérdida funcional y la muerte. Su inicio se da en un momento indeterminado de la
madurez, con fases de evolucion diferentes para cada individuo, la edad fisiologica y

cronoldgica no siempre coinciden.
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El estudio del envejecimiento ha evolucionado mucho en los ultimos afios, vias
genéticas y procesos bioquimicos conservados durante la evolucion se han descubierto
como reguladores del proceso de envejecimiento, lo que abre vias de estudio e

investigacion para su mejor conocimiento y posible control terapéutico.

El proceso de envejecimiento se relaciona con la acumulacion de mutaciones e
inestabilidad genomica, alteraciones epigenéticas y desgaste en telomeros con pérdida
del mantenimiento en la integridad de las proteinas, lo que resulta en una afectacion
celular y pérdida funcional y estructural del organismo con el paso de los afios. Dafios
exdgenos como radiacion ultravioleta o quimicos, asi como dafios enddgenos como
radicales libres, errores de replicacion o reacciones espontaneas pueden dar lugar a
lesiones en el ADN. La acumulacion de dafio en el ADN celular ocurre sobre todo
durante la etapa de replicacion en las divisiones celulares generando alteracion en la
funcion celular. Normalmente las células disponen de mecanismos para corregir los
fallos replicativos del ADN pero estos mecanismos no son perfectos y la acumulacion
de errores no reparados es irreversible y va conformando el proceso de envejecimiento
celular con dafio genético e inestabilidad genomica [44, 45]. A causa de este dafio y
envejecimiento celular caracterizado por aumento de especies reactivas de oxigeno,
dafio al ADN, acumulacién de organulos disfuncionales y proteinas alteradas se produce
la senescencia celular o replicativa como mecanismo para evitar la proliferaciéon en
respuesta al dafio que ocurre durante la replicacion. Esta senescencia celular o

replicativa fue propuesta en 1961 y estudiada en afios posteriores [46, 47, 48].

En edades tempranas, la senescencia celular actia ante un dafio esporadico, bloqueando
la proliferacion de células dafiadas conservando la homeostasis tisular con efectos
antienvejecimiento [49] pero, conforme envejecemos, esta senescencia pasa a
conformar un fenotipo secretor irreversible y dafiino. Lleva consigo la secrecion de
interleuquinas, factores de crecimiento, enzimas degradativas y proteinas insolubles
[50]. Esto altera la homeostasis celular y de los tejidos, pudiendo afectar a células
vecinas y promoviendo progresion tumoral [51, 52]. Este fenotipo secretor se estimula
ante el dafo gendmico para tratar de reparar los tejidos, atrayendo células inmunes para
producir inflamacién local y tratar de eliminar estas células senescentes de los tejidos
[53]. El problema viene dado cuando este proceso no es algo puntual, sino que se
cronifica por disminucion de la eficacia del proceso durante el envejecimiento, viéndose

involucrado en numerosas patologias asociadas a la inflamacion y la edad como la
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obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hipertension, aterosclerosis y patologia cardiaca [54,
55]. Ademas de la senescencia celular, se asocia al proceso de envejecimiento una

disfuncion mitocondrial y disregulacion de las vias de asimilacion de nutrientes [49].

% Inestabilidad
gendmica

MARCADORES DE ENVEJECIMIENTO

Marcadores primarios
Alteraciones
epigenéticas

(Causas de dano)
Alteraciones
proteicas

Disregulacion de
vias nutricionales
Disfuncién
mitocondrial
Senescencia
celular

Marcadores culpables del

‘ fenotipo

Respuesta a dano

Comunicacion
intercelular alterada

N

Figura 6. Marcadores de envejecimiento. Modificada de Lopez-Otin C, Blasco MA. The
hallmarks of aging. Cell. 2013, 153: 1194-1217.

Vida media y vida maxima

La vida maxima es aquella a la que el individuo mas longevo de una especie

determinada ha llegado. En el humano se establece en 110-120 afios.

La vida media o expectativa de vida es la edad a la cual el 50 % de los individuos de
una especie determinada sobreviven. En los humanos ha aumentado en los ultimos
miles de afos de forma drastica. Hace 50000 afios la vida media en humanos era 20
afos por los accidentes y enfermedades, raramente se llegaba a los 40. El avance de la
medicina y la nutricién ha hecho que pasemos a tener una vida media de unos 75 afios
en los paises industrializados, siendo gran parte de este crecimiento en los ultimos 150
anos. Este incremento de la vida media no ha elevado la vida maxima que ha seguido
establecida en unos 120 anos. El objetivo de la ciencia es conseguir alcanzar este limite
vital en las mejores condiciones fisicas, mentales y emocionales, para, en un futuro,

tratar de sobrepasarlo [56].
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Edad biolégica y edad real

La mayor parte de la investigacion del envejecimiento en humanos hasta el
momento se ha realizado en adultos de edad avanzada, muchos con enfermedades
cronicas, por ello, poco se conoce del envejecimiento en adultos jovenes. Al estudiar y
valorar el envejecimiento en adultos jovenes sin patologias previas asociadas a la edad,
se demuestran diferencias en su edad bioldgica valorando diferentes 6rganos. Los que
envejecen mas rapido, tienen menos capacidades fisicas, deterioro cognitivo y mayor
envejecimiento cerebral, peor estado de salud general y apariencia mas envejecida.
Mediante métodos de evaluacion de la edad biologica podremos identificar causas de

envejecimiento y valorar terapias de rejuvenecimiento a edades tempranas.

Una identificacion y cuantificacion precoz del envejecimiento acelerado en personas
jovenes, previo a la aparicion de enfermedades cronicas, puede ofrecernos
oportunidades de prevencion pero, sobre todo, la posibilidad de medir el envejecimiento
en adultos jovenes nos permitira valorar la efectividad de tratamientos antiedad sin tener
que esperar a valorar su ciclo de vida, abriendo una via a los estudios y terapias

antienvejecimiento [57].

2.2 Teorias de envejecimiento

Existen numerosas teorias que tratan de explicar el por qué envejecemos [58]. A
destacar la que explica el envejecimiento por acumulacion de radicales libres, estrés
oxidativo mitocondrial y lesion mitocondrial, de ahi la importancia de analizar la

mitocondria y las alteraciones que sufre cuando estudiamos el envejecimiento.

Las teorias existentes se pueden simplificar en aquellas que consideran al
envejecimiento un evento programado, y aquellas que lo consideran como una
acumulacion de fallos y errores en nuestro organismo. Se clasifican en 2 grandes
bloques que tratan de explicar los fendémenos y procesos que se dan en el

envejecimiento: Teorias genético-evolutivas y teorias estocdasticas.

Teorias genético-evolutivas

Consideran que el envejecimiento es parte de un desarrollo y maduracion
continuo, controlado y programado genéticamente. Nuestro ADN fijaria un limite
maximo a alcanzar en condiciones ideales. Ante esto chocaria el control tan estricto que

existe respecto a los fenomenos de desarrollo del envejecimiento mediante vias
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genéticas y bioquimicas, asi como la diversidad de expresion que alcanzan los efectos
del mismo. Proponen que el envejecimiento es la continuacion del proceso de desarrollo
y diferenciacion, siendo una secuencia de eventos codificados en el genoma. Esta teoria
explica que entre los principales genes que determinan la expectativa de vida de una
especie se encuentren aquellos que regulan la reparacion y mantenimiento de células
somaticas. La mayoria de estos genes estan también involucrados en las rutas de

respuesta celular al dafio oxidativo y podrian explicarse por teorias estocasticas.

Algunos cientificos piensan que las claves del envejecimiento han de buscarse
en el proceso de division celular, llevandonos a la teoria de los telomeros. Los
telomeros se encuentran en los extremos de los cromosomas, acortindose con cada
division celular hasta un limite donde la célula no se puede dividir mas y muere. Segun
la hipotesis de Olovnikov, el acortamiento de los telomeros en cada ciclo de division
celular limita la proliferacion de los cultivos celulares, correspondiéndose con el limite

de Hayflick [59].

Teorias estocasticas

Defienden que el envejecimiento es causado por dafios al azar en diferentes
moléculas biologicas con ineficiencia de los mecanismos celulares reparativos para
solucionar los problemas causados por estrés, radiacion UV o infecciones,
acumulandose con la edad hasta llegar al declive fisiologico que conocemos como
envejecimiento [60]. En 1928 Pearl habla de tasa metabodlica, siendo inversamente
proporcional a la expectativa de vida de una especie [61]. En 1956 Harman propone la
explicacion bioquimica de esta interrelacion postulando la teoria de los radicales
libres, siendo en la actualidad una de las teorias mas aceptadas [62]. Propone que el
envejecimiento normal es el resultado del dafio aleatorio a los tejidos mediado por los
radicales libres, enfocando la teoria hacia la mitocondria como principal fuente de
produccion de radicales libres y blanco del dafio de los mismos. Posteriormente, Jaime
Miquel propuso la teoria mitocondrial basada en el dafio progresivo del ADN
mitocondrial por especies reactivas del oxigeno, muchas de estas especies no son
radicales libres por lo que actualmente se habla de la teoria del estrés oxidativo [63].
Existen otras teorias estocasticas pero con similitudes a la del estrés oxidativo o que
podrian ser explicadas por esta. Ej: Teorias de la glicosilacion (formacidon de proteinas
glicosiladas da lugar a alteracion de funciones celulares), teoria de los determinantes de

longevidad (el envejecimiento es causado por los productos del metabolismo, siendo el
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grado de envejecimiento determinado por la capacidad de cada uno para protegerse

frente a esos productos) [64].

Estrés oxidativo, mitocondria y envejecimiento

La teoria mitocondrial del envejecimiento, vinculada a la teoria del estrés
oxidativo, es en la actualidad una de las més aceptadas. La mitocondria es la principal
productora de radicales libres a nivel celular, siendo el organulo més danado de forma

directa por los mismos, condicionando el grado de envejecimiento celular.

Esta teoria del estrés oxidativo mitocondrial y lesion mitocondrial, sugiere que el
envejecimiento se liga a la destruccion progresiva e irreversible de mitocondrias por los
radicales libres de oxigeno, que solo se producen en las células fijas postmitdticas. A
causa del entorno mutagénico y la falta de proteccion del genoma mitocondrial (no tiene
histonas ni mecanismos de reparacion por escision y recombinacion), las mitocondrias
pierden con el tiempo su informacidén genética, desorganizandose, perdiendo capacidad
de sintesis de ATP y funcion fisiologica. Hay un desequilibrio entre la produccion de
especies reactivas del oxigeno y la capacidad del sistema bioldgico para reparar el dafio

resultante.
Mitocondria

Las mitocondrias son orgéanulos celulares citoplasmaticos de las células
eucariotas, con forma ovoide, encargados de suministrar la mayor parte de la energia
necesaria para la actividad celular, sintetizando ATP gracias a los carburantes
metabolicos (glucosa, dacidos grasos y aminodcidos), consumiendo oxigeno y
produciendo dioxido de carbono y agua como productos de la respiracion celular. Tiene
doble membrana, una membrana externa porosa y otra interna muy rica en proteinas,
siendo la barrera de permeabilidad para los iones. Como todas las membranas
biologicas se componen de lipidos y proteinas, pero la interna es muy diferente al resto
ya que tiene mds del 80 % compuesto por proteinas (las demds membranas entorno al
50%). Los complejos proteicos que forman la cadena de transporte electronico
mitocondrial (CTEmt) son los encargados de producir la energia para la vida (ATP). La
oxidacion de los alimentos y pérdida de electrones de los mismos es seguida por la
recepcion de estos electrones por los transportadores electronicos en la CTEmt que se

compone de cuatro complejos enzimaticos lipoproteicos.
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La mitocondria es fuente de estrés oxidativo porque produce anion superoxido
(07) y el peroxido de hidrogeno (H,O,) como producto de la reduccion univalente y
bivalente del oxigeno. Esta produccion es habitual durante el metabolismo aerdbico,
sobre todo a nivel mitocondrial. Entre el 1 y el 5 % del oxigeno que consume la
mitocondria no queda reducido en agua, transforméndose en O, el cual pasa a H;O, de
forma espontdnea o tras la accion de superoxido dismutasa. Asi mismo, la mitocondria
es blanco del estrés oxidativo producido, las membranas bioldgicas son muy sensibles y
la oxidacion de los lipidos de la membrana mitocondrial altera su funcion, tanto la
fluidez de la misma como la relacion con las proteinas adyacentes. El dafio oxidativo de
las proteinas mitocondriales, por el estrés oxidativo directamente, o por la peroxidacion
lipidica, hace que pierdan su funcién provocando la apertura del poro de transicion, lo

cual es clave en procesos de apoptosis.

La mitocondria tiene un genoma propio, diferente en estructura y organizacion al
nuclear. Este ADN mitocondrial no esta protegido por histonas y es mas susceptible a
ser atacado por procesos oxidativos, aunque también tenga ciertos sistemas de
reparacion. El dafio oxidativo al ADN mitocondrial es mas perjudicial de cara al
envejecimiento que el provocado sobre lipidos y proteinas, ya que los dafios fisioldgicos
producidos en el ADN mitocondrial se pueden propagar por la capacidad de division
mitocondrial y celular. Ademas el dafio a este ADN mitocondrial es incluso mas
importante que el dafo al ADN nuclear, ya que todo el genoma mitocondrial codifica
genes que son expresados, mientras el nuclear tiene muchas secuencias que no se
transcriben. Las afectaciones més comunes por estrés oxidativo en el ADN mitocondrial
son la alteracion oxidativa de bases, aumento del nimero de deleciones y aparicion de
mutaciones puntuales, siendo la base de importantes patologias humanas. Las
consecuencias fenotipicas de una mutacion del ADN mitocondrial seran defectos
relacionados con la fosforilacion oxidativa de la mitocondria, siendo estos también, la

base de las alteraciones que se asocian a un proceso normal de envejecimiento [65,66]

Mitocondria v su implicacion en el envejecimiento

El estrés oxidativo mitocondrial es determinante durante el proceso de
envejecimiento y marca la fisiologia de los organismos, siendo su pérdida de
funcionalidad comun a todo proceso de envejecimiento. La mitocondria es uno de los
principales blancos durante el proceso, siendo el nexo de union entre la acumulacion del

dafio oxidativo y las alteraciones fisiologicas. Numerosos estudios han demostrado esta
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relacion, analizando las variaciones que sufren, con la edad, las mitocondrias y como
intervenciones experimentales provocan variaciones en la vida media de las especies
[67]. La mitocondria regula también los procesos de apoptosis, perdiéndose esta
regulacion en células viejas, siendo a su vez, estas, mas susceptibles al estrés oxidativo

y conllevando mayor apoptosis.

El envejecimiento es un proceso enddégeno y progresivo, que provoca a lo largo de la
vida alteraciones en los componentes mitocondriales, como es el ADN mitocondrial,
con un importante componente oxidativo deteriorando estructura y funcion
mitocondrial. El dafio ird en funcion de la capacidad del tejido concreto para reparar o
eliminar las células alteradas, teniendo mayor o menor repercusion en la afectacion de
la funcion tisular. Tejidos con capacidad regenerativa como el higado, pueden corregir
el dafio y no presentan perdida de funcion mitocondrial, analizado mediante la actividad
citocromo c oxidasa. Pero al producirse dafios en tejidos postmitoticos como el corazon,
sin capacidad de reemplazo celular y sistema de reparacion menos efectivo de los dafios
mitocondriales, provocara pérdida de funcion, comprobada con menor actividad
citocromo c¢ oxidasa, asociado a mutaciones de ADN mitocondrial [68].
Consecuentemente, se producen desacoplamientos de la CTEmt, ineficacia
bioenergética y mayor produccion de ROS. Las mitocondrias de estos tejidos
postmitdticos intentan compensar esta situacion aumentando otros componentes de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial como el citocromo b o aumentando la
poliinsaturacion de la membrana para aumentar la fluidez y la actividad de la citocromo
¢ oxidasa restante. Sin embargo, ambos mecanismos de compensacion provocan mas

radicales libres.

Se ha demostrado un aumento en el nimero de mitocondrias en tejido hepatico con la
practica de ejercicio y la ingesta caldrica reducida, siendo la actividad de citrato sintasa

un indicador del contenido mitocondrial [69].

2.3 Caracteristicas del envejecimiento

Las alteraciones gendémicas y proteicas que se producen durante el proceso,
conllevan disfuncion mitocondrial, disregulacion de vias metabolicas, como la
resistencia a la insulina, y alteraciones de la homeostasis celular con senescencia celular
consecuente. Aparecen niveles aumentados de especies reactivas del oxigeno, dafio de

ADN, acumulacién de organulos disfuncionales, proteinas alteradas y oxidacion de

35



lipidos. El control de la calidad celular se pierde progresivamente durante el
envejecimiento. La autofagia, es una via fundamental para el control de calidad celular,
siendo un mecanismo de reparacion del dafo celular para mantener la homeostasis. Esta
se altera y vuelve menos eficiente con menos capacidad reparativa. Los cambios,
graduales y progresivos, no ocurren a la misma velocidad ni en igual grado de

afectacion, por ello cada individuo tiene su velocidad de envejecimiento.

Se observan cambios en todas las células, tejidos y dorganos corporales, afectando al
funcionamiento de todos los sistemas del organismo. Las células cambian de tamafio, se
alteran sus membranas y componentes citoplasmaticos, pierden funcién de division y

reproduccion, observandose mayor presencia de pigmentos y depositos.

Los tejidos acumulan productos de desecho y se altera la funcion de 6rganos, sistemas y
el organismo en general. Se observan cambios fisicos, destacando cambios en la
composicion corporal, disminuyendo densidad oOsea y masa corporal magra,
aumentando la grasa corporal y disminuyendo la estatura. Se aprecia un fenotipo
inflamatorio de bajo grado asociado, acompafiado de un aumento de estrés oxidativo,
que participa en el desarrollo de patologias inflamatorias comunes al proceso como son
la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, asi como la

artritis [Figura 7].

Dentro del sistema cardiovascular, el corazon incrementa levemente su tamaiio,
con una pared cardiaca mas gruesa, incrementan los depositos de lipofucsina y se
produce un engrosamiento y rigidez de las valvulas cardiacas. El musculo cardiaco
pierde elasticidad, bombeando menos y teniendo que hacer més trabajo para compensar
esa pérdida de eficacia. Aparecen alteraciones en la frecuencia cardiaca por pérdida de

células marcapasos, desarrollo de tejido fibroso y depositos de grasa.

Los vasos sanguineos también sufren cambios, teniendo menos elasticidad. La aorta se
vuelve mas rigida y gruesa, aumentando ligeramente la tension arterial por aumento de

la resistencia periférica.

Aun asi, el corazon es suficientemente fuerte para un abastecimiento normal pero ante
lesiones o demandas extra de trabajo, causados por el estrés o diversas enfermedades,
tendra una respuesta disminuida. Pudiendo desencadenar hipertension, arritmias,

infartos y demas patologias cardiovasculares [49].
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Figura 7. Cambios durante el envejecimiento y patologias asociadas

2.4 Genética y vias del envejecimiento

El envejecimiento y la longevidad estan afectados por los genes. Se ha estimado

en un 25 % el peso relativo de los genes en la duracion de la vida en humanos.

En las primeras explicaciones evolutivas y teorias del envejecimiento se defendia la
existencia de una programacion genética para limitar el tamafio poblacional y la
superpoblacion, sugiriendo la existencia de un gen del envejecimiento [59].
Actualmente se sabe que los genes pueden alterar el grado de envejecimiento, pero
ninguno lo evita en su totalidad, ya que no hay genes expresamente disefiados para el
envejecimiento, aunque si hay genes que alteran la longevidad. No estamos
programados para morir mediante un gen del envejecimiento sino para sobrevivir, no

siendo esta programacion tan perfecta como para vivir de forma indefinida.

Pese a no existir un gen especifico para el envejecimiento se ha demostrado que
numerosas mutaciones pueden modificar el grado de envejecimiento. Diferentes
estudios con modelos experimentales estdn consiguiendo confeccionar un mapa de

genes y rutas que regulan aspectos del mismo.
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En el control y modulacion de las rutas de envejecimiento destacan: AMPK, IGF-1,

Sirtuinas y mTOR [Figura §8].
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Figura 8. Vias de seiializacion en el envejecimiento y su interrelacion. En verde,
moléculas que tienen propiedades antienvejecimiento, en naranja aquellas que favorecen el
envejecimiento. Modificada de Lopez-Otin C, Blasco MA. The hallmarks of aging. Cell.
2013, 153: 1194-1217.

Proteina quinasa activada por AMP

AMPK es una proteina quinasa compuesta por dos subunidades a, dos B y tres v,
reguladas por la union de AMP. Es un regulador metabolico de la relacion entre
AMP/ATP, estando involucrado en el metabolismo de la glucosa y los lipidos gracias
a que promueve la sensibilidad a la insulina y la oxidacion de los 4cidos grasos [70, 71].
Modula la autofagia, induciendo autofagia en condiciones de deplecion de energia
celular con bajos niveles de ATP o bajos niveles de glucosa. También modula la
funcion mitocondrial al provocar destruccion de mitocondrias defectuosas mediante la
mitofagia, autofagia especifica a nivel mitocondrial, y la biogénesis mitocondrial [72].
AMPK modula, a su vez, otras vias importantes del envejecimiento como IGF-1 [73] y
es responsable del aumento de NAD+ y la nicotinamida fosforribosiltransferasa

(Nampt) que actuan sobre SIRT1 [74]. Ademés inhibe mTOR.

AMPK es esencial para mantener la homeostasis cardiometabdlica, demostrando ser
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cardioprotectora durante la isquemia [75].

Debido a esta regulacion fundamental en el equilibrio energético y el metabolismo que
realiza AMPK, su modulacion es interesante para regular las vias metabolicas,
habiéndose demostrado su implicacion en el aumento de longevidad ante tratamientos

con restriccion caldrica [76].
Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1)

IGF-1 es una proteina, similar en estructura molecular a la insulina, encargada
de estimular el crecimiento y la proliferacion celular, siendo un potente inhibidor de la
autofagia. Un aumento de IGF-1 se relaciona por tanto con disminucion de la resistencia
al estrés y disfuncion metabdlica por inhibicion autofagica. Fue uno de los primeros
genes relacionados con el envejecimiento, una reduccion de la senalizacion de IGF-1 se
demostrd como previene el envejecimiento celular y el inicio de patologias [77]. Se ha
demostrado, como mutaciones y variaciones en la sefializacion de IGF-1 conllevan una
vida mas longeva en humanos [78, 79, 80]. También se ha observado durante la
restriccion calorica una reduccion de la senalizacion de IGF-1 que contribuye a los

efectos antienvejecimiento [81].

IGF-1 interviene también en otras vias importantes del envejecimiento modulando

mTOR a través de AKT (proteina quinasa B) [82].
Sirtuinas

Su nombre proviene de Silent mating type Information Regulation Two y el
sufijo convencional para las proteinas (-ina). Conforman una famillia de proteinas,
desacetilasas de histona NAD-dependientes y ADP ribosiltrasnferasas que consiguen
silenciado de la cromatina. En los mamiferos hay siete miembros de la familia sirtuina
con diferentes localizaciones en la célula. Modulan la expresién de ciertos genes
regulando varias funciones celulares como la reparacion del ADN y el ciclo celular,

mejorando la resistencia al estrés, funciéon mitocondrial y autofagia [83].

Su modulacién durante el envejecimiento ha sido ampliamente estudiada [84, 85]
demostrando que regulan procesos como el metabolismo de grasas, produccion de
glucosa e insulina y favorecen la supervivencia celular. Un aumento de sirtuina se

relaciona con aumento de la autofagia [86] y parecen mediar en los efectos beneficiosos
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de la restriccion caldrica en mamiferos [87]. Asi mismo se relaciona con otras vias
importantes del envejecimiento como AMPK, regulandola a través de la desacetilacion
de LKB1 (proteina quinasa hepatica B1) [88]. También modula IGF-1 a través de la
expresion de UCP2 [89] y media en la inhibicién de la actividad mTOR [90].

A nivel cardiovascular se han realizado estudios que demuestran como las sirtuinas
tienen efectos beneficiosos para la prevencion de patologias cardiovasculares y fallos
cardiacos, aunque los mecanismos moleculares por los que realizan esta regulacion aun

siguen siendo objeto de estudio [91, 92, 93].

El estado de acetilacion de PGC-1 o es un marcador de la actividad de Sirtl invivo.

Diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR)

Proteina quinasa reguladora del crecimiento celular, interviene en la sintesis
proteica y metabolismo celular en respuesta a nutrientes, factores de crecimiento, ATP y
estrés. Su inhibicidn se relaciona con un aumento de autofagia y mayor resistencia al
estrés. Interviene en otras vias de sefializacion como la PI3K/AKT/mTOR siendo un
regulador del metabolismo cardiovascular y envejecimiento. La ruta mTOR es
fundamental para la manifestacion del envejecimiento cardiaco, con funcion reguladora
clave en la fisiologia y patologia cardiovascular. La inhibiciéon total de mTOR es
incompatible con la vida [94] pero su inhibicion parcial y selectiva se plantea como
beneficiosa con efecto cardioprotector, prolongando la vida util en modelos animales

por reactivacion de autofagia cardiaca y mejor funcién mitocondrial.

Su eliminacion o inhibicién a través de la rapamicina ha demostrado un aumento de
autofagia y aumento de la vida util en diferentes organismos [95, 96, 97]. También se ha
demostrado mejoria en la hipertrofia cardiaca ante su inhibicion [98]. Ademas de con la
rapamicina, se ha demostrado su inhibicion ante la restriccion calorica, activando la

autofagia y mejorando la salud durante el envejecimiento.

Mediante el estudio de estas vias, se ha demostrado la importancia del control
metabolico mediado por proteinas codificadas a partir de genes fundamentales en el

proceso de envejecimiento, teniendo la mitocondria un papel primario.
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2.5 Telomeros

Los telomeros son estructuras compuestas por secuencias de nucleotidos
repetidas situadas al final de los cromosomas, con la funcion de mantener la integridad
de las terminaciones cromosomicas, evitando enmarafiamientos o adhesiones de unos a

otros, siendo fundamentales para evitar pérdida de secuencias de ADN interiores.

La longitud del telomero es variable, dependiendo del genotipo, tipo de célula e historia
celular replicativa. Esta secuencia repetitiva de ADN disminuye su tamafio en cada
proceso de division celular, siendo esta disminucion en la longitud de los teldémeros una
de las causas de la entrada en senescencia replicativa de la célula. La telomerasa, es una
ADN polimerasa especializada que puede replicar los telomeros, pero solo esta presente
en las células germinales, no estando presentes en las células somaticas de mamiferos

normales.

En numerosos estudios se han demostrado telomeros mas cortos en ciertos tejidos de
poblacioén anciana que en personas jovenes, asi como en enfermedades marcadas por
envejecimiento prematuro con telomeros mas cortos y un acelerado acortamiento de los
mismos. La valoracion y variacion en la longitud de los telomeros sera, por tanto, de

utilidad a la hora de estudiar el envejecimiento [99].

2.6 Efecto de la dieta en el envejecimiento

La importancia del estudio de la nutricion en el proceso de envejecimiento,
radica en que una alimentacion adecuada a lo largo de nuestra existencia nos lleva a una
vida mas prolongada y a que ésta transcurra con menor incapacidad [100]. Hemos
analizado como una malnutricién, con una dieta continuada alta en grasas, provoca
obesidad secundaria con hipertrofia del tejido adiposo y mayor cantidad de acidos
grasos libres, LDL oxidados y acidos grasos esteroideos, ademas de la disregulacion en
el funcionamiento de la leptina y adiponectina. Se produce una hipercolesterolemia y
aumento de radicales libres del oxigeno con produccion de estrés oxidativo y mayor
dafio mitocondrial. Esta situacion provoca una inflamacién sistémica de bajo grado en el
organismo, empeorando el fenotipo inflamatorio presente ya de por si durante el
envejecimiento y desencadenando una mayor progresion de patologias vinculadas a

procesos degenerativos durante este proceso de envejecimiento.

Se ha considerado el papel de los genes en un 25% de responsabilidad dentro del

envejecimiento, por lo que el 75 % restante se relaciona a los habitos de vida, como es
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la nutricion y el ejercicio fisico, asi como factores ambientales. La nutricién es
considerada un elemento fundamental en el proceso de envejecimiento. Son numerosos
los estudios basados en la restriccion energética y en la suplementacion con sustancias
antioxidantes, asi como el uso de dietas modificadas, para valorar los cambios

producidos.

La restriccion caldrica apoya y demuestra la importancia de la nutricion
durante el envejecimiento. Se basa en la limitacion en la ingesta de alimentos, siendo
descrito en 1935 por McCay et al [101]. Aumenta la vida media en un gran niimero de
roedores y otras especies, ademas de disminuir la velocidad de aparicion de
enfermedades que se relacionan con la edad. Esto es debido a un menor estrés oxidativo
producido al metabolizar alimentos y menos radicales libres derivados, generando
menor actividad inflamatoria y menor aparicion de enfermedades asociadas al

envejecimiento con menor indice de oxidacion de lipidos, proteinas y ADN [102].

La restriccion calorica modula las vias involucradas en la longevidad, regulando genes
claves implicados en el envejecimiento como son la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK), factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), dinucledtido adenina
nicotinamida (NAD"), sirtuinas y la diana para rapamicina en células de mamifero
(mTOR). Esta modulacion provocara aumento de autofagia y disminucion de la ruta
mTOR a través del aumento de AMPK y sirtuinas, mejorando la calidad de vida y

longevidad.
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Figura 9. Restriccion caldrica y vias del envejecimiento

El efecto de la restriccion caldrica sobre la longevidad, con un aumento en la vida
media y mejor estado de salud general ha sido estudiado en numerosos trabajos [103,

104, 105, 106].
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2.7 AUTOFAGIA Y ENVEJECIMIENTO

Los tipos de muerte celular que se dan durante el envejecimiento incluyen
procesos de apoptosis, autofagia y necrosis. Los procesos de muerte celular programada
son debidos a la autofagia y la apoptosis. La necrosis, sin embargo, es consecuencia de
una forma de dafio celular, provocada por un agente nocivo, que da lugar a muerte

prematura no programada de las células por autolisis.

Durante el envejecimiento se observa una autofagia dafiada con acaimulo de desechos
celulares, mitocondrias danadas y estado proinflamatorio generalizado. Una correcta
autofagia es esencial para conseguir un envejecimiento saludable y el analisis de la
autofagia nos permitira determinar y valorar el dafio y grado de envejecimiento de cada

organismo objeto de estudio [107, 108, 109].

La autofagia es un importante mecanismo de control de la calidad celular, presente en
todas las células eucariotas, mediante el cual se produce la degradacion y reciclaje de
los componentes celulares dafiados en los lisosomas, para garantizar la salud del
organismo y la supervivencia celular, ya sea de forma basal o en condiciones de estrés.
La palabra fue acufiada por C. Duve en 1963, comida (fagia) propia (auto). Su papel es
multiple, hay un nivel basal de autofagia que realiza un mecanismo de control de
calidad en la célula, eliminando aquello que se considere defectuoso (mecanismo de
ajuste del metabolismo celular al estatus nutricional de la célula). Esta autofagia basal,
participa en procesos naturales como el metabolismo energético, reciclado de organulos,
regulacion del crecimiento, inicio del desarrollo embrionario, envejecimiento,
etc...[110]. Ademas de la autofagia basal, ésta se puede activar cuando hay algun tipo de
estrés celular, infeccion por patdogenos o malformaciones celulares internas. Estas vias
se desarrollan a través de los genes relacionados con la autofagia, destacando los genes

ATG.

Normalmente, cuando hablamos de autofagia es para referirnos a la macroautofagia: Se
engloban elementos citoplasmaticos en un compartimento de doble membrana
(autofagosoma) que se fusiona al lisosoma para degradar su contenido. Ademas de la
misma, también existe la microautofagia: Invaginaciones del lisosoma , normalmente
englobando material citosolico, que se desprenden, quedando en el interior del mismo
para degradarse. También distinguimos la autofagia mediada por chaperonas: Proceso

autofagico mediante el cual se incorporan proteinas citosolicas al lisosoma gracias a un
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transportador localizado en la membrana del lisosoma. Por ultimo, también existe la
crinofagia: Basado en la fusion de vesiculas destinadas a la exocitosis, con el lisosoma

[Figura 10].
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Figura 10. (A) Macroautofagia. Tras la aparicion del fagoforo o también llamada membrana
de aislamiento (comienza con la formacion de una cisterna membranosa proveniente del RE), se
produce cierre de sus membranas formandose el autofagosoma (rodeado por una doble
membrana). Las membranas del fagéforo reconocen las moléculas u organulos a degradar. Tras
ello se puede fusionar a un endosoma (formando el anfisoma) pero el final es fusionarse con un
lisosoma y formar el autolisosoma donde se degrada su contenido. Modificado de Klionsky DJ.
Autophagy: from phenomenology to molecular understanding in less than a decade. Nature
reviews in molecular and cell biology. 2007; 8:931-7. (B) Microautofagia, Autofagia mediada
por chaperonas y Crinofagia. Modificado de Eskelinen G-L. New insights into the
mechanisms of macroautophagy in mammalian cells. International review of cell and

mollecular biology. 2008. 266:207-247.

La funcidn de la autofagia en condiciones normales, es favorecer el mantenimiento u

homeostasis celular. En ausencia de estrés celular, el nivel basal de autofagia conforma
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el principal mecanismo de degradacién de contenido celular, junto con los proteosomas,
realizando un mecanismo de control de calidad, siendo la unica via que degrada
organulos completos como mitocondrias, peroxisomas o reticulo endoplasmatico. En
situaciones de estrés, la autofagia actia como respuesta para favorecer la supervivencia

celular ante condiciones adversas.

El proceso de envejecimiento conlleva un progresivo descenso del mantenimiento de los
sistemas proteicos y homeostasis celular, debido a un mayor estrés celular asociado y a
una disminucién de la autofagia eficaz, apareciendo inflamacion de bajo grado. La
disminucién de autofagia provocara senescencia celular, mayor respuesta inflamatoria y

desarrollo de un fenotipo de envejecimiento prematuro.
El envejecimiento se relaciona con:
1. Autofagia daiiada:

Diversos estudios muestran la relacion entre envejecimiento y el dafio autofagico
con estrés oxidativo aumentado, lipofuscinogénesis, dafio mitocondrial y una
macroautofagia disminuida [111, 112, 113, 114]. La autofagia mediada por chaperones
también se ve afectada [115]. Tras estos estudios pioneros, el desarrollo de las técnicas
moleculares ha seguido revelando el papel crucial de la autofagia en el control del
proceso de envejecimiento de los tejidos, asi como en la regulacion de la longevidad del

organismo [116, 117, 118].
2. Apoptosis reprimida

La proteina Bcl-2 es un importante factor antiapoptodtico, existiendo una
represion de la apoptosis asociada a la edad. El aumento mantenido en los niveles de

Bcl-2 protege contra la apoptosis pero, al mismo tiempo, reprime la autofagia.
3. Fenotipo inflamatorio de bajo grado

El fallo del sistema inmune adaptativo durante el envejecimiento hace aumentar
la activaciéon del sistema inmune innato, provocando la aparicion de un fenotipo
proinflamatorio tisular. Hay mayor respuesta a estrés celular y ambiental, con estrés
oxidativo y carga antigénica aumentada. Diversos estudios han observado recientemente
como la expresion aumentada de genes inflamatorios es la alteracion mas frecuente
durante el envejecimiento [119, 120], observandose también un aumento en los niveles

séricos de citoquinas como IL-6, TNF-a y Proteina C reactiva [121].
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Estos problemas de la autofagia asociados al envejecimiento favoreceran el
desarrollo de patologias por déficit en la reparacion celular. La inhibicion de la
autofagia produce atrofia y procesos de envejecimiento o senescencia acelerados e
incluso muerte por fallo de sus componentes. La autofagia, en ocasiones, también lleva
a la célula a la muerte celular, pero como mecanismo de control. Hay que considerar a
la autofagia con una funcién de doble agente en multiples érganos y patologias, el
impacto de la autofagia es un continuo en el que existe un rango 6ptimo necesario para

mantener la homeostasis y funcion celular, fuero del cual se producen los problemas.

Diversos estudios han conseguido, mediante la activaciéon de la autofagia,
mejorar la esperanza de vida en diversas especies a través de diferentes vias como
mediante la restriccion caldrica inducido por SIRT1 [122, 123] o mediante activadores
quimicos de AMPK, SIRTI e inhibidores de pMTOR como la metformina, resveratrol y
la rapamicina [124, 97, 125]

Mecanismo molecular de la autofagia

Diferentes proteinas controlan el proceso de autofagia, conociendo cuales
participan en cada fase, podremos estudiar en qué punto estd aumentado o bloqueado el

proceso [126].

Durante la formacion del autofagosoma se distinguen varias fases: Iniciacion,
nucleacion, elongacion y sellado. Tras ello, hay una maduracion del autofagosoma y
una fusion con los endosomas y lisosomas, degradandose el material secuestrado en los

autolisosomas.

Senales intra y extracelulares van a modificar la actividad autofagica mediante
diferentes vias [Figura 11]. Al someter a las células a condiciones de estrés, como la
hipoxia, privacion o abundancia de nutrientes, altas temperaturas, infeccion por
patogenos y estrés oxidativo se activan proteinas reguladoras de la autofagia (mTOR,
AMPK, PI3K-I, etc) que a su vez regulan la actividad del complejo quinasa ULK
(formado por las proteinas ULK1/2, ATG13, 10, 11, 7, 18 y FIP200) [127, 128]. La
activacion de mTOR inhibira la autofagia, sin embargo la activacion de AMPK

mejorara los niveles de autofagia mediante diferentes vias [129].

La principal proteina del complejo ULK, la quinasa ULK1, activa por fosforilacion a la

proteina Beclinl (también llamada ATG6) que forma parte del complejo iniciador de la
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nucleacion del fagoforo, también llamado complejo PI3K-III, genera IP3, lo que es
esencial para reclutar otras proteinas ATGs sobre las dobles membranas lipidicas
provenientes del RE, complejo de Golgi y las mitocondrias. El fagoforo interacciona
con el complejo proteico ATGS5/ATG12 (formado por la accion previa de ATG7 y
ATG10) lo que da lugar a la expansion de la doble membrana lipidica y formacion del
autofagosoma. Finalmente ATG 16 se une al complejo ATGS5/ATGI12 previo,
permitiendo la formacion de un gran complejo que permite la insercion de LC3II
(también llamada ATGS) en la membrana del fagoforo. Esta proteina LC3 se sintetiza
inicialmente en forma no procesada como pro-LC3, siendo escindida por la accion de
ATG4 y generandose la forma activa LC3-I en el citosol. Posteriormente a LC3-I se le
incorporan lipidos por la accion de ATG7 y ATG3, catalizando su unién a la membrana
del fagoforo en forma LC3-I1 [130]. LC3 11, es fundamental para el cierre de la vesicula
del fagoforo tras la captacion de la carga y dar origen al autofagosoma. En este
autofagosoma formado se libera el complejo ATGS5/ATG12/ATG16 y LC3-II se libera

de la membrana externa por la accion de la autofagina.

Este autofagosoma ya desnudo se fusiona con los lisosomas por la accién de las

proteinas Rab7, Lamp 1 y Lamp 2, degradando la carga los enzimas lisosomales.
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Figura 11. Control de la autofagia. Modificado de Shibutani ST, Saitoh T, Nowag
H, et al. Autophagy and autophagy-related proteins in the immune system. Nat
Immunol. 2015;16:1014-24.

A nivel mitocondrial, existe una autofagia especifica, conocida como mitofagia.

Proteinas implicadas en la eliminacién autofagica como son p62/SQSTM1 y la
via PINK/Parkin destacan a la hora de valorar el proceso. Aumento de Parkin se
relaciona con autofagia aumentada y ausencia de p62/SQSTMI se relaciona con menor
esperanza de vida y fenotipo envejecido prematuro debido a acumulacién de
mitocondrias disfuncionales por autofagia deficiente. Un aumento de p62 también se
relaciona con acumulacién por fallo en la via de eliminacion del flujo autofagico [131,
132]. Conociendo el mecanismo molecular de la autofagia y su importancia para el
mantenimiento celular y el envejecimiento, son numerosos los estudios que buscan una
mejora de la autofagia mediante su modulacion, ya sea mediante modificacion genética
o farmacolédgica. La inhibicion de la autofagia provocaria envejecimiento prematuro y
su activacion, aumento en la esperanza de vida, como con el uso de la rapamicina [133,

134, 135, 136].

48



.Como estudiar la autofagia?

La activacion, inhibicion o alteracion del flujo autofagico se puede investigar
por diferentes métodos, lo ideal es usar técnicas complementarias ya que cada uno de
los métodos tiene ventajas y desventajas. Estos métodos seguirdn la formacién y
acumulacion de autofagosomas, la fusion con los lisosomas y la degradacion de su
contenido. A la hora de su estudio es importante poder distinguir entre aumento o
reduccion del nimero de eventos autofagicos, y el incremento o disminucion del flujo
autofagico. Esta distincion se efectuara usando inhibidores de fusion o de degradacion
lisosomal, siempre comparandolos con un nivel basal de autofagia en condiciones

carentes de estimulos.

a) La microscopia electronica de compartimentos autofagosomales es la técnica

“gold standard” en el estudio de la autofagia.

b) Inmunocitoquimica e inmunofluorescencia: Para la inmunocitoquimica se
usan anticuerpos primarios especificos para proteinas LC3 y Beclinl que estan
involucradas en la formacion de autofagosomas, o anticuerpos especificos contra
proteinas mitocondriales (PINK1) o lisosomales (LAMP1). En la inmunofluorescencia
se usan, por ejemplo, constructos transgénicos insertados en las células u organismos
utilizados que permiten ver la expresion de proteinas relacionadas con la autofagia,
como el constructo codificante para GFP-LC3 que monitorea la induccion de la
autofagia y formacion de autofagosomas. En condiciones basales se observa distribuido
por el citoplasma de forma uniforme, cuando se activa la autofagia se observa reclutado
alrededor de la membrana fagosomal generando sefiales fluorescentes puntuales en la

célula [137].

¢) Biologia molecular para cuantificar indice de autofagia. A nivel molecular se
puede establecer el aumento o disminucion de la autofagia por Western Blot. Un
aumento en la proporcion LC3-II/LC3-1 indica aumento en el namero de

autofagosomas.

Estudiando la relaciéon p62:Beclinl tendremos un indice de la estimulacion de la
autofagia, diminucion de p62 y aumento de Beclinl se correlaciona con un aumento en
la autofagia. Aumento de p62 determina acumulacion de autofagosomas por peor flujo

autofagico.
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2.8 Terapias antienvejecimiento

Son numerosos los estudios que tratan de buscar terapias para mejorar el proceso
de envejecimiento para conseguir una vida mas longeva y mejor estado de salud en la

ultima etapa de la vida.

Nutricion y envejecimiento

La nutricion juega un papel fundamental en el estado de salud general y
mediante el control de la misma se puede realizar un control de los procesos
metabolicos que se dan en el organismo y provocan alteraciones durante los procesos de
envejecimiento. Ya hemos mencionado como la restriccion calorica se ha demostrado
como el tratamiento antienvejecimiento mas potente en la actualidad. Disocia el
complejo inhibidor entre el complejo Bcl-2/xL y Beclin 1, dejando actuar a Beclin 1 y

estimulando la autofagia reparadora [138].

Estimuladores de la autofagia dependientes de Beclin 1 e independientes de Bcl-2
podrian solucionar los problemas autofagicos derivados de la edad actuando sobre la
disregulacién de la sensibilidad a las vias nutricionales como son activadores de
AMPK e inhibidores de mTOR, como la Rapamicina [97], el resveratrol [124] y la
metformina [139, 140]

Al considerar el estrés oxidativo como actor principal de los procesos de
envejecimiento, muchos estudios han considerado que la suplementacion con
antioxidantes, [141, 142], vitamina E, C, o coenzima Q podrian ser beneficiosos [143,
144]. Estos estudios han demostrado disminucion del estrés oxidativo pero no aumento
de longevidad. El uso de nuevas generaciones de sustancias antioxidantes sintéticas,
miméticas de SOD y Catalasa ha sido ensayado con mayor éxito en el aumento de

longevidad de ratones y C.elegans [145, 146, 147].

El tipo de grasas ingeridas en la dieta condiciona parametros bioquimicos en la
membrana mitocondrial y en general en todas las membranas biologicas. Estas, adaptan
la composicion de sus fosfolipidos a la grasa ingerida por lo que un individuo que
ingiera grasas animales tendrd en sus membranas més acidos grasos saturados que otro
que ingiera grasas de origen vegetal. Se han descrito adaptaciones del sistema de

transporte electronico mitocondrial en funcion al tipo de grasa de la dieta [148].
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La respuesta al estrés oxidativo seran también diferente segiin la composicion lipidica
de las membranas bioldgicas, teniendo una fuente de grasa poliinsaturada (como la
proveniente del aceite de girasol) tendremos membranas mas susceptibles al dafio
oxidativo que habiendo tenido una fuente saturada (grasa animal) o monoinsaturada
(aceite de oliva). Esto ha sido demostrado en situaciones fisiologicas y patologicas en

diferentes modelos animales y humanos [149].

Tratamientos hormonales

También se han estudiado tratamientos con hormonas con papel geroprotector
como la hormona del crecimiento, que disminuyen con la edad, pero se ha visto efectos
secundarios como la mayor aparicion de tumores. Otros tratamientos han sido con
DHEA (Deshidroepiandrosterona), estrogenos (disminuye la ingesta de alimentos y el
ritmo de crecimiento) y melatonina (tiene capacidad antioxidante y disminuye con la

edad) [150, 151].

Ejercicio fisico

Préctica de ejercicio fisico, dentro de una normalidad fisiologica en cuanto a
parametros cardiovasculares, antropométricos, oxidativos e inmunoldgicos es una

terapia antienvejecimiento acompanada de aumento en la autofagia reparativa.

3. ENVEJECIMIENTO CARDIOVASCULAR

3.1 Sistema Cardiovascular

En la actualidad, los accidentes cerebrovasculares y enfermedades cardiacas,
junto con el cancer, son las principales causas de muerte en el ser humano, suponiendo
casi 3 cuartas partes de las defunciones mundiales. De ahi la importancia del estudio del

sistema cardiovascular y sus cambios durante el proceso de envejecimiento.

El sistema cardiovascular es uno de los sistemas mds complejos e importantes del
organismo, conformado por el corazon y los vasos sanguineos que se encuentran unidos
formando un circuito cerrado por el que circula la sangre. El corazon es una estructura
muscular con cuatro cavidades en su interior, dos superiores conocidas como auriculas y
dos inferiores llamadas ventriculos conectadas por un sistema de valvulas. Esta
conformado por un tejido, miocardio, que actia como un marcapasos capaz de generar
actividad eléctrica que se traduce en la contraccion ritmica de las auriculas y los

ventriculos para impulsar la sangre por el sistema. La sangre sale del corazon por las
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arterias, la arteria aorta lleva la sangre a gran parte del organismo, mientras que la
arteria pulmonar la lleva a los pulmones para su oxigenacion, la sangre ingresa de vuelta

al corazdn por las venas cavas y las venas pulmonares.

El corazon tiene una demanda energética ilimitada ya que mantiene una actividad
continua de contraccion y relajacion. Tiene gran cantidad de mitocondrias obteniendo
su energia de la fosforilacion oxidativa por la oxidacion completa de los combustibles.
Por ello su metabolismo es aerobio y utiliza glucosa, acidos grasos, cuerpos cetonicos y
lactato. No dispone de reservas energéticas, solo una pequefia cantidad de creatina-
fosfato, por lo que para mantener su actividad necesita un aporte continuo de nutrientes

y oxigeno.

3.2 Enfermedades cardiovasculares y daio cardiaco

La enfermedad cardiovascular es un término amplio para referirnos a diversos
problemas del corazén y vasos sanguineos como son el infarto de miocardio, angina de
pecho, accidente cerebrovascular, aneurisma, arteriosclerosis y aterosclerosis,
representando estas patologias mas del 30% de todas las muertes mundiales [152]. Estos
problemas, con frecuencia, se deben a la aterosclerosis, afeccion que ocurre cuando la
grasa y el colesterol se acumulan en las paredes internas del vaso sanguineo, capa
intima de las paredes de arterias de mediano y gran calibre, formandose una placa de
ateroma. Con el tiempo, la placa puede estrechar los vasos sanguineos y causar
problemas generalizados a todo el organismo. Si una arteria resulta obstruida, puede

llevar a desencadenar un ataque cardiaco o un accidente cerebrovascular.

Las enfermedades cardiovasculares son la causa mas importante de muerte a
nivel mundial. Dentro de las mismas, las que representan un problema de salud mas

importante son la cardiopatia isquémica y la insuficiencia cardiaca:

La cardiopatia isquémica se debe a la disminucion del flujo sanguineo que recibe

el corazon a través de las arterias coronarias como consecuencia de la arterosclerosis
(endurecimiento y pérdida de elasticidad de las arterias). Dentro de la cardiopatia
isquémica se incluye la angina de pecho (bloqueo parcial con reduccion del flujo de
sangre, los dafios en el miocardio suelen ser reversibles) y el infarto de miocardio
(trombosis coronaria con bloqueo de sangre en algiin vaso del corazon dejando de llegar
sangre a alguna zona del miocardio, cesando el aporte de oxigeno y nutrientes, con

muerte del tejido muscular y dafios permanentes en el corazon). Los principales factores
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de riesgo conocidos son el tabaquismo, obesidad, diabetes mellitus, cifras elevadas de

colesterol e hipertension arterial.

La insuficiencia cardiaca ocurre cuando el miocardio se vuelve rigido o débil, no

pudiendo bombear suficiente sangre oxigenada, causando sintomas en todo el cuerpo.

La hipertension arterial agrava el problema, haciendo fluir la sangre con una

fuerza aumentada y menor velocidad, favoreciendo el dafio endotelial.

Un accidente cerebrovascular, trombosis cerebral o ictus, es causado por la
falta de flujo sanguineo al cerebro. Esto puede suceder debido a un coagulo de sangre,
que viaja en los vasos sanguineos hasta el cerebro o un sangrado en el mismo,
formandose un trombo. El accidente cerebrovascular tiene muchos de los mismos

factores de riesgo que una cardiopatia pudiendo producir paralisis cerebral o la muerte.

Autofagia cardiovascular y patologias cardiacas

La autofagia, como mecanismo de control de calidad celular, tiene un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis cardiovascular y su desequilibrio
contribuye al desarrollo de enfermedades cardiovasculares. El envejecimiento y una
dieta alta en grasas con desarrollo de obesidad son estados inflamatorios que afectaran a

la autofagia y homeostasis cardiovascular, favoreciendo el dafio cardiaco.

La disfuncion autofagica se ha asociado al envejecimiento y obesidad con bloqueo del
flujo autofagico y afectacion del tejido cardiaco con acumulacion de sustratos no
degradados en forma de autofagosomas [153]. Actuaciones sobre procesos celulares que
mejoren la autofagia podran retrasar desarrollo de enfermedades cardiacas asociadas a

la edad y a una dieta alta en grasas [154].
La autofagia en las patologias cardiovasculares:
Hipertrofia cardiaca:

Respuesta adaptativa del corazon a una sobrecarga de presion o volumen, o a la
perdida de proteinas o masa contractil por isquemia miocardica. Existe relacion inversa

entre la autofagia y la hipertrofia cardiaca, a menor autofagia, mayor hipertrofia [155].
Insuficiencia cardiaca

El miocardio hipertrofiado patoldégicamente por una sobrecarga de presion

cronica se dilata con pérdida de funcionalidad contractii normal provocando la
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insuficiencia cardiaca. Se ha visto aumento de autofagia en insuficiencia cardiaca pero
no se sabe si es como adaptacion por la falta de nutrientes o como una via alternativa de

muerte en los cardiomiocitos danados.
Isquemia-Reperfusion

Hay disminucion de la capacidad autofagica, conllevando un aumento del dafio
miocardico. En la reperfusion hay acumulacion de autofagosomas pero que no parecen

llegar a degradarse.
Disfuncion endotelial y aterosclerosis

La enfermedad aterosclerotica se caracteriza por dano endotelial, acumulacion
de lipidos, infiltraciéon de células inflamatorias y proliferacion de células musculares
lisas vasculares y fibroblastos. En una etapa temprana la formacion de la placa
ateromatosa aumenta la autofagia tratando de tener una funcidn protectora ya que
diversas moléculas, como especies reactivas del oxigeno, LDL oxidados y TNF-a, la
activan para tratar de eliminar los componentes celulares dafiados, sin embargo, en
estados avanzados una autofagia defectuosa lleva a estrés severo a las células que
componen la placa, con una hiperactivacion de la inflamacion que hace progresar la

placa ateromatosa.

Mas estudios se hacen necesarios para comprender los procesos autofagicos en las

diferentes patologias del tejido cardiaco.

3.3 Envejecimiento del sistema cardiovascular

El fenotipo inflamatorio inherente al envejecimiento, asi como la acumulacion
de productos activadores de la inflamacion [156], contribuyen al desarrollo de
patologias cardiometabdlicas que provocan envejecimiento cardiaco. Los ancianos son,
a nivel mundial, el grupo poblacional que presenta mayor enfermedad cardiovascular,
llevando consigo una gran limitacion funcional, con grandes costes econdmicos,

sociales y psicologicos [157].

El medio ambiente y los estilos de vida influyen en gran medida y aceleran la aparicion
de enfermedades cardiovasculares y el envejecimiento del sistema. La actividad fisica,
tabaquismo, consumo de alcohol, nutricion y la personalidad del individuo influird en el

Proceso.
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El envejecimiento del sistema cardiovascular incluye cambios a diferentes niveles y de
diferentes tipos, aumentando de forma progresiva la patologia inflamatoria. Las
principales caracteristicas del envejecimiento del sistema cardiovascular reflejan
cambios anatomicos y estructurales, cambios funcionales y cambios fisioldgicos [Figura

12].
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Figura 12. Envejecimiento del sistema cardiovascular

Estos cambios provocan en el corazén un incremento leve de su tamafo y peso, el
ventriculo izquierdo se hipertrofia, la pared cardiaca se vuelve mas gruesa, se
incrementan los depositos de lipofucsina y hay un engrosamiento y rigidez de las
valvulas cardiacas apareciendo fibrosis [158]. El musculo cardiaco pierde elasticidad,
bombeando menos y teniendo que hacer mas trabajo para compensar esa pérdida de
eficacia. Aparecen alteraciones en la frecuencia cardiaca, arritmias, por pérdida de
células marcapasos, desarrollo de tejido fibroso y depodsitos de grasa pericardica [159].
A nivel celular hay disminucion en el nimero de cardiomiocitos por mayor muerte
celular por necrosis y procesos apoptoticos. Se observa disminucion de 6xido nitrico
(vasodilatador producido por las células endoteliales que regula el tono vascular e
inhibe la inflamacion vascular) lo que provoca senescencia de células endoteliales
[160]. Los vasos sanguineos también adquieren menos elasticidad, la aorta se vuelve

mas rigida y gruesa en su pared, aumentando ligeramente la tension arterial por
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aumento de la resistencia periférica [161]. Se produce acumulo de placas de ateroma en

la capa intima de los vasos.

La lipofuscina es un pigmento pardo-amarillento con fluorescencia propia, compuesto
por un polimero de lipidos y fosfolipidos, derivado de la peroxidacion de los lipidos
poliinsaturados de las membranas subcelulares. Es un signo diagnostico de
envejecimiento celular originado por la accion de los radicales libres. Se acumula
solamente en células envejecidas de los mamiferos, sobre todo en células diferenciadas
como neuronas y células miocéardicas. Al ser producto del metabolismo oxidativo se

relaciona con la teoria del envejecimiento de los radicales libres.

3.4 Dieta, envejecimiento cardiaco e inflamacion

La inflamacion es el factor comun entre la dieta, el envejecimiento y las
patologias cardiacas. Durante el envejecimiento, hay un aumento en la produccion de
radicales libres del oxigeno, consecuentemente mayor estrés oxidativo que afecta a las
células cardiacas y aumento en la senescencia y muerte de cardiomiocitos, conformando

un estado proinflamatorio en un corazon envejecido [162].

Las enfermedades cardiovasculares por dafio cardiaco tienen una enorme
importancia social al ser la primera causa de mortalidad en los paises desarrollados.
Estas enfermedades se han asociado a un estilo de vida con habitos poco saludables y
patrones de dieta occidental [163]. El abuso de alimentos precocinados, con alto
contenido en grasas y aditivos potenciadores del sabor, asi como la falta de productos
frescos, como frutas y verduras, son los principales factores de riesgo cardiovascular en
la dieta de estos paises. Estas dietas hipercaldricas contribuyen al desarrollo de
patologias inflamatorias, agravando los problemas naturales del envejecimiento y
facilitando la aparicion del dafio cardiaco [164]. Para prevenir la aparicion de estas
enfermedades cardiovasculares se recomienda controlar la calidad y cantidad de grasa,
representando un 25-30% del total de calorias y tratando de ingerir grasas insaturadas,
disminuir alimentos que aumenten el colesterol y reducir el contenido de sodio (2-3

gr/dia) para prevenir acumulacion de liquidos y desequilibrio electrolitico.

La inflamacién actia como nexo de union entre una dieta hipercaldrica y el dafio
cardiaco producido durante el envejecimiento [165]. Durante el desarrollo de la

aterosclerosis, en el inicio de la lesion con la formacion de la estria grasa, tienen gran
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importancia mediadores inflamatorios que favorecen la entrada de las LDL en la intima
arterial como son TNF-a, IL-1p, factor de crecimiento derivado de plaquetas, adrenalina
y noradrenalina. Las LDL oxidadas, atraen leucocitos plasmaticos, adentrandose en la
pared arterial donde una vez diferenciados a macréfagos proinflamatorios inician la
respuesta inflamatoria del proceso. Tras la formacién de la “estria grasa”, la lesion
avanza hasta la formacion de la placa de ateroma, llegando en los estadios finales de la
enfermedad a la necrosis de diversos tipos celulares por acumulacién de sustancias

toxicas y a la calcificacion, lo cual contribuye a una rigidez y trombogénesis final.

En el proceso, es destacable el papel que tienen los acidos grasos que integran las
membranas fosfolipidicas de las células presentes en la lesion ateromatosa, determinado
por la cantidad y calidad de los lipidos de la dieta. Los lipidos son nutrientes
fundamentales para el funcionamiento del organismo, tanto como fuente de energia
como parte de las membranas celulares y otros componentes esenciales. Su longitud y
grado de insaturacion definen el tipo de acido graso, qué efectos metabodlicos tienen y su
papel modulador en los niveles del colesterol sanguineo y de desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, de ahi la importancia de la cantidad y calidad de la

grasa ingerida en la dieta.

Los acidos grasos saturados (presentes en grasas animales, algunos aceites vegetales,
grasa de la leche y derivados lacteos) provocan incremento de niveles séricos de
colesterol total y de las LDL especificamente, siendo factor de riesgo de dano cardiaco
y enfermedades cardiovasculares. Su sustituciéon por grasas mono y poliinsaturadas

provoca descensos en niveles de colesterol plasmatico y LDL, aumentando las HDL.

Las grasas consumidas en la dieta se ven reflejadas también en la composicion de las
lipoproteinas plasmaticas por lo que la dieta es el principal factor exdégeno que influye
en la composicion lipidica de la sangre. Las grasas de origen animal aportan muchos
AGS, aumentando los niveles séricos de colesterol. Sin embargo, el aceite de oliva, rico
en AGMI disminuye las LDL y aumenta las HDL, ayudando a controlar el colesterol.
Los aceites vegetales ricos en AGPI n-6 reducen LDL y HDL, por mayor degradacion a
nivel hepatico, aconsejandose un uso moderado de €stos. Los AGPI n-3 procedentes del
pescado, reducen triglicéridos sanguineos y las LDL cuando estidn elevados en suero,

siendo beneficiosos en los pacientes con problemas cardiovasculares [14].
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Las LDL transportan el colesterol desde el higado a los tejidos del organismo
(“colesterol malo”), las HDL (“colesterol bueno) transporta el colesterol de los tejidos

al higado para metabolizarlo y eliminarlo, siendo beneficioso.

En un analisis sanguineo, LDL debe ser menor a 150 mg/dl y HDL mayor a 35 mg/dl.
LDL a partir de 180 mg/dl aumenta el riesgo cardiovascular, a partir de 200 mg/dl se

considera factor de riesgo importante.

La dieta mediterranea con mayor consumo de frutas y verduras frescas, donde la
principal fuente de grasa es el aceite de oliva, se ha demostrado beneficiosa para evitar
la aparicion de dafio cardiaco. Hay que tratar de disminuir la ingesta de grasas en la
dieta, siendo éstas preferiblemente insaturadas en vez de saturadas. Esta dieta es tipica
de los paises del sur de Europa, desarrollados alrededor del mediterraneo, que atna las
recomendaciones nutricionales ya vistas. Elevado consumo de aceite de oliva, frutas y
vegetales frescos, legumbres, cereales y pescado, seguido de una baja ingesta de carnes
y grasas saturadas, azucares simples y lacteos, con moderada ingesta de alcohol. Esto
implica menos grasas saturadas, mas alimentos naturales, fibra y sustancias
antioxidantes, con menor ingesta de proteinas, azicares y alcohol, mejorando la salud
cardiovascular. Numerosos estudios demuestran cOmo esta dieta, previene
enfermedades cardiovasculares y degenerativas, generando mayor esperanza de vida

[166].

3.5 Obesidad y dano cardiaco

El desarrollo de obesidad y sindrome metabdlico por fallo nutricional y malos
habitos de vida, condicionado, en menor medida, por los genes, conllevara la aparicion
y desarrollo acelerado del dafio cardiaco y patologias cardiovasculares consecuentes,

con la inflamacion con un papel principal en el desarrollo del proceso [Figura 13].
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Figura 13. Obesidad y patologia cardiovascular.

El exceso de grasas saturadas proveniente de la dieta genera un mayor
reclutamiento de macrofagos por el tejido adiposo y una mayor liberacion de acidos
grasos no esterificados (NEFAs), citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6), especies
reactivas de oxigeno generadoras de estrés oxidativo, lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) ricas en colesterol y lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-
0x). A su vez, también desencadena una disminucion de adiponectina y 6xido nitrico, lo
que favorece el avance de los procesos inflamatorios a nivel local y sistémico, por el
reclutamiento de macréofagos, la disfuncion endotelial y el desarrollo final de dafio

cardiaco y enfermedades cardiovasculares.

El PAI-1 (inhibidor del activador del plasmindgeno-1) es el principal inhibidor del
activador tisular del plasmindégeno y la uroquinasa, responsable de la fibrinolisis
(eliminacion fisioldgica de los trombos de la sangre). El aumento de PAI-1 provocara
menor fibrinolisis, con mayor riesgo de agregacion plaquetaria y de productos

fibrindgenos procoagulacion propiciadores de la trombogénesis.

Las células espumosas aparecen también en la pared de vasos sanguineos formando una
veta de grasa. Son derivadas de macrofagos y células musculares lisas de la pared

arterial, siendo el inicio de la formacion de la placa de ateroma.
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Por todo lo analizado, la enfermedad cardiovascular, principal causa de muerte
en los paises desarrollados, es una linea de investigacién de gran interés cientifico.
Como hemos visto, las células inflamatorias derivadas de la sangre,
monocitos/macrofagos, tienen una funcion primordial en el desarrollo de este proceso,
por lo que el control de los procesos inflamatorios es una opcidon terapéutica
importante a desarrollar. La terapia nutricional, junto con la intervencioén farmacologica

y quirtrgica, se plantea primordial en esta patologia.

4. INFLAMACION Y PATOLOGIAS
INFLAMATORIAS. INFLAMASOMA

4.1 SISTEMA INMUNE

El sistema inmune conforma la defensa natural del cuerpo para discriminar entre
lo propio y lo extrafo, reconociendo y eliminando estructuras extrafias al organismo,

siendo la base de los mecanismos inmunitarios.

La presencia de estructuras extrafias en los tejidos activa mecanismos de
reconocimiento, humorales (quininas, complejo del complemento) o celulares (células
portadoras de pattern recognition receptors, PRR) que inician la reaccion inflamatoria.
La funcion defensiva de la inflamacion trata de focalizar elementos defensivos en el

tejido donde se requiera.

Los signos de la inflamacion son consecuencia de las alteraciones vasculares, que
conllevan extravasacion de plasma y salida de leucocitos, descrito tradicionalmente

como:
- Tumor: Hinchazon o edema por el plasma extravasado.
- Rubor: Enrojecimiento por vasodilatacion y mayor flujo sanguineo.
- Dolor: Por la presion del edema y liberacion de mediadores quimicos.
- Calor.

Ademas de por un proceso infeccioso, mediante sefales asociadas a patdgenos,
el proceso inflamatorio puede originarse debido a diferentes sefiales de peligro
asociadas a dafo. Al acumular células defensivas, con potencial agresivo, y capaces de

generar radicales oxidantes, se produce también dafio a las células del propio tejido
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donde actuen, por lo tanto pese a su caracter defensivo, hay que tener en cuenta los

aspectos negativos asociados a un proceso inflamatorio.

La fagocitosis es el proceso por el cual células y organismos unicelulares
capturan y digieren particulas solidas introduciéndolas al interior celular. Los
neutrdfilos son las primeras células que llegan al foco de inflamacion, especializados en
eliminar particulas extrafias mediante fagocitosis. Los macrofagos, que provienen de la
maduracion de monocitos, son también especialistas en fagocitar. La eficacia de la
fagocitosis (inmunidad innata) se incrementa con la participacion de los anticuerpos

(respuesta inmune especifica).

Los fagocitos infiltrados en un tejido inflamado, como son los macrofagos, producen
citoquinas proinflamatorias para mejorar los mecanismos defensivos a nivel sistémico.
Las citoquinas producidas por células del linaje de los monocitos se conocen como
monoquinas. Existen tres monoquinas proinflamatorias que son pir6genos enddogenos e
inductores de fase aguda: TNF, IL-1 e IL-6. Elevados valores de estas citoquinas son un

indicador de inflamacién con importante valor clinico.

4.2 INFLAMACION

La inflamacion es un proceso complejo, presente como respuesta, tanto a
infecciones, como a una variedad de estimulos que pueden generar lesion tisular
(traumaticos, toxicos, isquémicos, autoinmunes, etc...). Los agentes causales pueden ser
de origen biologico, quimico o fisico. Para ser beneficiosa, esta respuesta inflamatoria
ha de ser breve y localizada en el sitio donde se produzca el dafio. En caso de
extenderse o alargar su duracidon serd patogénica, pudiendo convertirse en un proceso

sistémico y/o cronico.

Por tanto, la inflamacion aguda es una respuesta contra la infeccion y el dafo tisular
para limitar asi la afectacion que sufre el organismo [167]. Sin embargo, cuando esta
inflamacion aparece de manera no regulada y cronica puede desembocar en patologias

autoinmunes y determinadas lesiones.

La inflamacion aguda local ocurre en la microcirculacion y se caracteriza por el

paso de proteinas plasmaticas y leucocitos de la sangre a los tejidos. El proceso lo
regulan sustancias secretadas por mastocitos, basofilos, plaquetas, células fagociticas y

endoteliales:
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A) Mediadores de la inflamacion: Como histamina, serotonina, bradicinina,
eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos),
quimiocinas, enzimas (triptasas y demas proteasas), factor activador de
plaquetas, fibrina, C3a, C5a.

B) Citoquinas: Tempranas o de alarma (IL-1, IL-6, TNF). Son las que conducen el
proceso. También hay citoquinas quimioatractantes (IL-8), inductoras de la

respuesta linfocitica (IL-12, IL-18) y supresoras del proceso (IL-10, TGF B) .

En el caso de inflamacion sistémica, la respuesta de fase aguda es inducida

principalmente por citoquinas IL-1, IL-6 y TNF. Hay liberacion en grandes cantidades

actuando en diversos 6rganos y existiendo afectacion sistémica.

Inflamacion en la obesidad v enfermedades metabolicas

La obesidad y enfermedades metabolicas, consecuentes a una mala
alimentacion, héabitos de vida poco saludables y factores ambientales o genéticos

desfavorables, conllevaban un estado proinflamatorio sistémico.

El desarrollo de obesidad se asocia a una hipertrofia del tejido adiposo con aumento de
triglicéridos, colesterol, acidos grasos libres y esteroideos, asi como a la presencia de
especies reactivas del oxigeno generadoras de estrés oxidativo y aumento de mediadores
de la inflamacion como son los macrofagos precursores de interleuquinas. Todas estas
sustancias activan el proceso inflamatorio conllevando una inflamacién sistémica de

bajo grado con desarrollo de patologias consecuentes.

La dermatitis ulcerosa es una lesion inflamatoria de etiologia desconocida pero

caracteristica de personas obesas envejecidas [168].
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Figura 14. Papel de la inflamacion en la obesidad y enfermedades metabélicas

Efecto de la dieta en la inflamacion vy el envejecimiento

Una dieta hipercaldrica continuada, caracteristica de las dietas occidentales
actuales de los paises desarrollados, provocara hipercolesterolemia, aumento de
triglicéridos y acidos grasos libres y esteroideos. El exceso de ATP provocard un
esfuerzo y dafo mitocondrial con aumento en la produccién de especies reactivas del
oxigeno y estrés oxidativo consecuente. Todo ello es reconocido por la respuesta
inmune innata como patrones moleculares asociados a dafio y activa los procesos

inflamatorios a nivel sistémico.

Asi mismo, el estado proinflamatorio con inflamacion sistémica, asociada al
envejecimiento, se observa en multiples drganos, asi como en tejido adiposo y sistema
nervioso central. Parece ser un mecanismo comun provocado por varios desordenes que
afectan negativamente a la calidad de vida de las personas de edad avanzada. Los
mecanismos por los que se produce esta inflamacion sistémica desadaptativa en
ausencia de infeccion observada durante el envejecimiento siguen siendo motivo de

estudio [169, 170, 171].

La inflamaciéon puede ser activada por patrones moleculares asocidados a dafio o
agresion (DAMPs) como son los acidos grasos, lipotoxicos, ceramidas, colesterol libre,
acido urico, ATP y especies reactivas del oxigeno. Muchos de estos DAMPs se elevan

durante el envejecimiento, lo que podria conducir a la inflamacion sistémica
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mencionada. La inflamacion relacionada con el envejecimiento en multiples o6rganos
también podria deberse al declive funcional, incluso en ausencia de una enfermedad

especifica.

La dieta hipercaldrica mencionada, tipica de paises desarrollados, también se asocia al
desarrollo de estos DAMPs por lo que junto con el envejecimiento, acelerara el efecto
de los procesos inflamatorios y representard un factor de riesgo muy significativo para
muchas enfermedades cronicas como patologias cardiovasculares, diabetes,

aterosclerosis, demencia, artritis y cancer.

4.3 COMPLEJO INFLAMASOMA

Es un complejo citoplasmatico, no delimitado por ninguna membrana y
dinamico, formado por varios grupos proteicos. Actlia como importante sensor innnato
de patrones moleculares asociados a dafos y patdgenos, responsable de la activacion de
los procesos inflamatorios. Comprende un sensor intracelular, por lo general un receptor
Nod-like (NLR), el precursor de la pro-caspasa-1 y el adaptador de ASC. Su activacion
conduce a la maduracion de la caspasa-1 y el procesamiento de sus sustratos, IL-1 e

IL-18 [172, 173].
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Figura 15. (A) Estructura del inflamasoma. (B) Seifiales de activacion del inflamasoma
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1) Integrantes de la familia NLR (NOD- like receptors) activados, con dominios pirina.
El receptor NLR posee subfamilias NLRP que diferenciara tipos de inflamasoma como

es el NLRP1 o NLRP3 [174].

De todos los NLRPs, NLRP3 ha sido el mas estudiado y se activa por la mas amplia
gama de sefiales de peligro y estrés. El inflamasoma NLRP3 es tinico entre los sensores
de la inmunidad innata, ya que puede ser activado en respuesta a una gran variedad de
“sefiales de peligro”, tanto de naturaleza patégena (PAMPs), como metabdlicas y
endogenas, en ausencia de infeccion (DAMPs). Controla la activacion de la caspasa-1,
que a su vez estimula la secreciéon de precursores de IL-1f e IL-18 para regular la
inflamacion asociada a patologias diversas como la obesidad y los procesos asociados a

envejecimiento [175, 176, 177].
Cada NLR tiene tres dominios caracteristicos:

a) Dominio efector N-terminal, responsable de la sefal, la transduccion y la
activacion de la respuesta inflamatoria.

b) Vinculacion de un nucledtido central y oligomerizacion (NOD) que participa
en la regulacion del ensamblaje.

¢) C-terminal de repeticion rica en leucina (LRR), responsable de la deteccion
del ligando y autoinhibicion. Por tanto, implicado en la recepcion directa o

indirecta de la senal activadora del inflamasoma.
2) ASC

Proteina tipo punto asociada con la apoptosis y con un dominio de reclutamiento y
activacion de caspasa. Cuando se recibe la senal activadora, los sensores del
inflamasoma reclutan procaspasa-1, y para ello necesitan una proteina adaptadora con
un dominio CARD (dominio de activacion y reclutamiento de caspasa), siendo esta
proteina ASC. Su participacion es necesaria para que NLRP3 active a la caspasa-1

[178, 179].
3) Procaspasa 1

Como en el caso de otras caspasas, la caspasa-1 es sintetizada como procaspasa
inactiva, y se convierte en la forma activa tras su dimerizacién controlada en los
inflamasomas. Esta forma activa de la caspasa 1 provoca el cambio de Pro

interleuquinas 1 y 18 en IL-1B y IL-18, para liberar a la circulacion citoquinas
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proinflamatorias, como son IL-1B, IL-18, IL-33 y alarminas, produciendo la
inflamacion. La caspasa 1 también desarrolla la piroptosis, siendo un proceso de muerte
celular programada independiente, diferente a la apoptosis. Este tipo de muerte celular
se produce durante infecciones microbianas y combina caracteristicas de la apoptosis
(fragmentacion del ADN) y de la necrosis (inflamaciéon y liberacion de citoquinas)

[180].
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Figura 16. Activacion del complejo inflamasoma e inicio del proceso inflamatorio

La inflamacién se inicia por la recepcion de sefiales de dafio agudo, o cambios
en el estado de reposo u homeostasis celular. El proceso empieza cuando, en un primer
momento, PAMPs y DAMPs del espacio extracelular son reconocidos por los

receptores de membrana celular (PRR), provocando la activacion [181].

-Los PAMPs son patrones moleculares asociados a patogenos, se relacionan
con ataques microbiologicos y se encuentran fundamentalmente en microorganismos,

ofreciendo la posibilidad de detectar patdgenos de forma especifica en los tejidos [182].

- Los DAMPs, son patrones moleculares asociados a dario, provienen de
problemas no relacionados con ataques microbioldgicos. Son senales endogenas,
derivadas del propio huésped y liberadas como resultado de perturbaciones en la

homeostasis tisular producida por agresiones microbianas y no microbianas. De esta
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manera se lleva a cabo el control y reconocimiento de los tejidos estresados [183]. A su
vez, TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-18 pueden ser reconocidos por receptores de citoquinas de
membrana. Ambos estimulos activan NF-kB, configurando lo que seria la 1* sefial del

proceso o “priming”.

NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas) es un complejo proteico que controla la transcripcion del ADN [184]. NF-kB
se encuentra en la mayoria de tipos de células animales y esta implicado en la respuesta
celular frente a estimulos como el estrés, las citoquinas, radiacién ultravioleta, LDL
oxidadas y antigenos bacterianos o virales. La regulacion defectuosa de NF-kB se
relaciona con cancer, enfermedades inflamatorias y autoinmunes, shock séptico,
infecciones virales o un desarrollo inmune inadecuado [185]. Esta activacion de NF-kB
provoca un aumento en la transcripcion de ciertas secuencias de ADN nuclear a ARNm
que codifica para NLRP3, Pro IL-1p y Pro IL-18, IL-6, TNF-a y Gasdermina D.

Aumentando los niveles de los mismos.

Los DAMPs, como son las toxinas, ATP en exceso y demaés situaciones estresantes

para la célula provocan durante el proceso:

- Dafo mitocondrial con aumento en la produccion de sustancias reactivas del

oxigeno [186, 187].
- Aumento en niveles de catepsinas lisosomales citos6licas como catepsina B.

- Reduccién intracelular de la concentracion de K™ por activacion del flujo de

salida del ion K.

Estos PAMPs y DAMPs provocan la activacion del complejo inflamasoma NLRP3 (2*
sefial de activacion, activacion por formacion del complejo inflamasoma) que, a
través de la caspasa activa, media la escision de Pro IL-1p, Pro IL-18 y Gasdermina D,
favoreciendo la formacién del poro de salida Gasdermina D y la forma activa IL1P e
IL18, que junto a IL-6 y TNF-a (producidos directamente por activacion de NFkB)

salen al medio extracelular y extienden el proceso inflamatorio [188].

La caspasa 1 activada media también el proceso de piroptosis, tratindose de
muerte celular programada de tipo inflamatoria dependiente tnicamente de la enzima

caspasa 1, siendo un mecanismo importante de defensa contra infecciones microbianas.
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Las caspasas escinden y activan la gasdermina-D, causando la muerte de la célula. Se
produce una ruptura en la membrana celular, liberando los componentes celulares y las
interleuquinas activas. La caspasa no estd involucrada en la muerte celular apoptotica,
en ese caso, su papel es procesar y activar los precursores de las citoquinas

inflamatorias [189].

Inflamasoma v su papel en las patologias inflamatorias

Los procesos mediados por los inflamasomas son cruciales tanto durante las
infecciones microbianas, como en la regulacion de procesos metabolicos y respuestas

inmunes [173,180, 190].

Las investigaciones actuales se centran en analizar el papel del complejo inflamasoma
NLRP3 en la modulacion de diferentes patologias inflamatorias como son la obesidad y
enfermedades metabdlicas, las patologias cardiovasculares y el envejecimiento junto
con las patologias asociadas al mismo. Todos estos procesos conllevan un estado
inflamatorio tras el reconocimiento por parte del organismo de situaciones de peligro
que median la activacion del inflamasoma NLRP3. El estudio en profundidad de estos
procesos busca conocer todas las vias y procesos moleculares que se dan para poder
encontrar nuevas dianas y vias terapéuticas que frenen la progresion de las patologias
consecuentes [191]. La inhibicion de NLRP3, se plantea como una de las principales

estrategias para combatir los procesos autoinmunes e inflamatorios [192].

En la patogénesis de la obesidad y enfermedades metabolicas tiene un papel
fundamental la inflamacién derivada de la activacion del complejo inflamasoma
NLRP3. Una ingesta calorica excesiva cronica provoca mayor infiltraciéon de
macrofagos con produccion de citoquinas proinflamatorias, exceso de ATP con dafio
mitocondrial y mayor produccion de especies reactivas del oxigeno, todo ello activara la
respuesta inmune innata de NLRP3 [165]. Estudios con desarrollo de obesidad en
ratones deficientes de NLRP3 con una dieta alta en grasas observaron un efecto
protector para la aparicion de resistencia a la insulina y aumento de peso. El fenotipo
metabolico y molecular estudiado, revela un papel fundamental del inflamasoma en el
control del gasto energético y el desarrollo de obesidad, sugiriendo la inhibicion del

inflamasoma como estrategia terapéutica ante la obesidad [193, 194].

En el dafo cardiaco y afectacion vascular presente en las patologias

cardiovasculares también tiene un papel fundamental la inflamacion activada por el
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complejo inflamasoma NLRP3. La formacion de placas de ateroma como inicio de la
aterosclerosis, senescencia de cardiomiocitos y células endoteliales, hipertrofia
ventricular, y demas caracteristicas presentes en estas patologias, tienen una base

inflamatoria donde NLRP3 es crucial [195, 196].

El envejecimiento es el mayor factor de riesgo para desarrollar patologias
cronicas inflamatorias. Con la edad aumentan los DAMPs que activan NLRP3
inflamasoma (ATP extracelular, exceso de glucosa, ceramidas, cristales de colesterol,
acido urico, depositos amiloides, catepsina B, etc...). Esto se acompaiia de una autofagia
disminuida con alteracion de la homeostasis celular, agregacion de proteinas,
mitocondrias disfuncionales, aumento de ROS, estrés oxidativo y aumento de TNF.
Todo ello activa el inflamasoma participando en los procesos degenerativos con un

estado inflamatorio asociado a la edad [185, 197, 198].

Debido al papel crucial del inflamasoma en el desarrollo de la inflamacion en
estas patologias, diversos estudios analizan NLRP3 inflamasoma como diana
terapéutica para evitar enfermedades cronicas asociadas al proceso de envejecimiento,
bien dietética o farmacologicamente, se estudia la reduccion en su activacion con el fin

de disminuir patologias cronicas y mejorar la salud [191, 199].

En el estudio de esta inflamacién durante el envejecimiento, es importante analizar la
variable de la dieta. La relacion entre las células de la inmunidad innata y el
metabolismo energético de la dieta es importante para regular la homeostasis celular y
las enfermedades cronicas derivadas del envejecimiento. Macronutrientes de la dieta o
metabolitos de vias endogenas pueden regular el inicio y duracion de la respuesta
inflamatoria actuando como DAMPs para la activacion de NLRP3. Varios estudios han
observado como, a través de componentes dietéticos, se produce modificacion de los
niveles autofagicos y de la activacioén del inflamasoma NLRP3. El estudio y regulacion
de estas interacciones inmunometabolicas son fundamentales para controlar los
mecanismos de las enfermedades cronicas, con capacidad para reducir la patologia y
mejorar la calidad de vida en personas de edad avanzada mediante intervenciones

dietéticas moduladoras de estas enfermedades inflamatorias estériles [200, 201].

Una dieta estdndar, como la utilizada en la mayoria de los estudios, no se
corresponde con la realidad de los paises desarrollados, cada vez mas caracterizada por
dietas hipercaloricas con altos contenidos en grasas. El exceso caloérico y de tejido

adiposo, incrementan la activacion del inflamasoma y trastornos inflamatorios causantes
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de patologia durante el envejecimiento. Sociedades occidentales, con dietas
hipercaléricas, han demostrado un envejecimiento acelerado con mayor estado

proinflamatorio y estrés metabolico [202].

Numerosas vias de investigacion estan desarrollandose al respecto para encontrar vias
terapéuticas que modulen NLRP3 inflamasoma. Entre otras, se estdn estudiando
pequetias moléculas inhibitorias de NLRP3, MCC950 [203] con buenos resultados hasta

el momento en condiciones normales y ante la utilizacion de dietas obesogénicas [204].

4.4 MODULACION DE LA AUTOFAGIA E INFLAMASOMA

Las alteraciones, ya descritas, que se dan en el proceso de autofagia, van a
conllevar acimulo de desechos, reconocidos por receptores celulares asociados a dafio
(DAMPs), respondiendo a situaciones de estrés y conllevando una activacion de los
inflamasomas. Este deterioro de la autofagia aumenta la produccion de ROS por parte
de las mitocondrias, desencadenando activacion del inflamasoma y respuesta
inflamatoria. La autofagia tiene un feedback negativo con la activacion de inflamasoma
y consecuente inflamacién (a mayor autofagia, menor activacion de inflamasoma e

inflamacién y viceversa).

Existen diferentes moduladores de la autofagia, mediante su estudio podremos

valorar el proceso e intervenir en el mismo:

Beclin 1 es una multiproteina que controla el inicio de la autofagocitosis y fases de la
endocitosis. Se ha demostrado como Beclin 1 participa en la regulacion de los procesos
de autofagia y apoptosis que conllevaran la activacion del inflamasoma. Las
alteraciones en Beclin 1 influyen en la autofagia, pudiendo tener un impacto crucial en
el proceso de envejecimiento. A mayor activacion de Beclin 1, mayor actividad
autofagica. Estudios knockout con ratones transgénicos demuestran que la falta de
genes de autofagia como son Beclin 1, ATGS, ATG7 y ATG12 provocan fenotipo de

envejecimiento prematuro por déficit de autofagia [205].

Teniendo en cuenta varios estudios, se ha visto que los cambios transcripcionales en el
gen Beclinl con el envejecimiento, son especificos de cada tejido y dependen del

contexto, como ejemplo, en corazén se vio aumentar y en otros tejidos disminuir.

También se ha visto que no siempre los niveles de ARNm de Beclin 1 se correlacionan

con los niveles de proteina funcional. Los factores epigenéticos pueden generar
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respuestas especificas de tejido durante el envejecimiento y la longevidad inducida por

inanicion [206].

Proteinas Bcl2 anti-apoptoticas pueden interacturar con Beclin 1 e inhibir la autofagia
formando un complejo inhibitorio. La disociacion de Beclin 1 de Bcl-2 se requerira para

inducir la autofagia. Una sobreexpresion de Bcel-2/xL inhibe la autofagia y la apoptosis.

Bax y BH3 son dos familias homologas, reguladores pro-apoptéticos. Bax interacciona
con Bcl-2 y la relacion BAX/ Bcl-2 se descubrio clave al analizar la susceptibilidad a la

apoptosis. Un ratio elevado BAX/ Bcl-2 reflejard una apoptosis elevada.

Los receptores IP3 estan implicados tanto en la supresion como aumento de la
autofagia. El receptor IP3R es el objetivo de unidn de la proteina Bcl-2, siendo el lugar
de ensamblaje para el complejo Bel-2/Beclin 1 en el Reticulo endoplasmatico. Bel-2 a
través de su dominio BH4 interactua con IP3R. Es un regulador negativo endogeno de
la autofagia, a mas activacion de receptores IP3, menos autofagia La inhibicion de
IP3R, hace aumentar la autofagia porque detiene el ensamblaje del complejo inhibidor
entre Bcl-2 y Beclin 1 que depende de IP3R. Al inhibirlo, Bcl-2 no hace su efecto

antiapoptotico y permite la autofagia de Beclinl.

Situaciones de estrés relacionadas con la edad (estres genotdxico, metabolico y
ambiental) van a estimular la sefializacion de NF-kB, induciendo la expresion de Bcl-2
y aumentando la resistencia a la apoptosis. También se reduce la autofagia mediante el
interactor Beclinl represivo. La autofagia defectuosa caracteristica del envejecimiento
afecta a la mitofagia, que produce ROS, altera la homeostasis del Ca’" y produce
agregacion de proteinas. Consecuentemente, estos DAMPs celulares activan el
inflamasoma NLRP3 y desencadenara la produccion de citoquinas inflamatorias (IL-1 e
IL-18) con el fin de mejorar la defensa celular, pero se desencadena una respuesta de
retroalimentacion positiva. Estos efectos aumentan aun mas la resistencia a la apoptosis
y provocan descenso de autofagia, manteniendo situacion inflamatoria en los tejidos.

Las células no mueren pero tampoco se reparan por autofagia reprimida.

Por tanto, el deterioro celular progresivo relacionado con la edad es inducido por una
crisis en los mecanismos de defensa que involucran ciclos positivos en el equilibrio

entre la apoptosis, autofagia y las respuestas inflamatorias.
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La autofagia, reducida y dafiada, conlleva estrés celular, acimulo de residuos,

alteraciones metabolicas y consecuente activacion del inflamasoma, que activa

mecanismos de defensa celular y alertan al sistema inmune innato [Figura 17].

Estrés genotoxico T
Estrés metabolico —

sefial NF- kB
Estrés ambiental
€ 2
€——  Bedinl
Aumento de respuesta . Activacion de
inflamatoria inflamasomas e
inflamacion

Figura 17. Autofagia e inflamasoma. Interaccion del interactoma Beclin-1 y Bcl-2.
Modificado de Salminen A, Kaarniranta K, Kauppinen A.
Beclin 1 interactome controls the crosstalk between apoptosis, autophagy and infla

mmasome activation: Impact on the aging process. Ageing Res Rev.2013;12:520-

34.

Nodos reguladores de la autofagia

La investigacion ha permitido identificar vias de sefializaciéon en la via

autofagica, susceptibles de modulacion con repercusion en la activacion de

respuestas inflamatorias [Tabla 2].

Tabla 2. Nodos reguladores de la autofagia

las

Via de seiializacion Agente terapéutico Autofagia
AMPK Metformina (activador) Activacion
mTOR Rapamicina (inhibidor) Inhibidor
Sirtuina (Remodelador de | Resveratrol (activador) Activacion
cromatina)
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IGF1 Restriccion calorica | Activacion

(inhibe)

ATG12, ATGS, Beclinl Doxorubicina (inhibe) Inhibicion

El estudio de sirtuinas, AMPK activada, IGF1 y mTOR juegan un papel
fundamental para regular la autofagia y salud cardiovascular durante el envejecimiento.
El aumento de la poblacion anciana y la esperanza de vida en los ultimos afios asociado
a que las patologias cardiacas son la principal causa de muerte hacen fundamental las

investigaciones al respecto [207].

Existe por tanto, una relacion clara entre la dieta, las patologias inflamatorias y
el envejecimiento con sus patologias asociadas, destacando las cardiovasculares,
teniendo el complejo inflamasoma NLRP3 un papel fundamental en el desarrollo de
estos procesos patologicos relacionados con la edad y desordenes metabodlicos. En este
trabajo, evaluaremos la relacion de la dieta hipercalorica, caracteristica de dietas
occidentales en paises desarrollados, y del complejo inflamasoma NLRP3 en el proceso
de envejecimiento centrandonos en el estudio de la funcion cardiaca como principal

causa de muerte en paises desarrollados [Figura 18].
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Figura 18. Bloques de estudio y su interrelacion
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I1. HIPOTESIS DE ESTUDIO

El descubrimiento del inflamasoma como un complejo proteico que controla el
procesamiento de IL-1P e IL-18 constituye un hito en el campo de la inmunidad innata.
Aun faltan por conocer mas detalles acerca de los mecanismos que permiten la
regulacion bioquimica y genética de estos complejos proteicos y su papel e importancia
en la etiologia de enfermedades inflamatorias asociadas al envejecimiento como las

patologias cardiovasculares.

Asi mismo, la dieta influye en la activacion de este complejo inflamasoma. Una mala
alimentacion, con dieta grasa continuada y desarrollo de obesidad provoca hipertrofia
de tejido adiposo con aumento de acidos grasos libres, esteroideos y LDL oxidadas.
Estas sustancias, son reconocidas por proteinas de membrana celular y activan el
complejo inflamasoma conllevando inflamacion sistémica de bajo grado. Esta dieta
hipercaldrica también provoca dafio mitocondrial secundario, con estrés metabdlico y
aumento en la produccion de especies reactivas del oxigeno y consecuente activacion

del complejo inflamasoma e inflamacion sistémica incrementada.

Se ha descubierto que la mutacion en ciertos genes del inflamasoma en humanos
es la causa de varias enfermedades hereditarias autoinmunes, y que €stas pueden ser
tratadas mediante la neutralizaciéon de IL-1B. Esto nos muestra el potencial de los
efectos negativos que produce la hiperactivacion del complejo objeto de estudio. Es por
ello que pensamos adecuado plantear un estudio en modelos animales con delecion de

genes concretos y su comparacion con grupos control.

Nuestra hipodtesis plantea que la ausencia del gen NLRP3 aportaria una
proteccion a los efectos del envejecimiento, incrementados por la ingesta de dietas
hipercaléricas. La delecion del gen NLRP3, fundamental para el correcto
funcionamiento del inflamasoma, modificara las vias de desarrollo de ciertas patologias
y provocara menor prevalencia de enfermedades inflamatorias asociadas al
envejecimiento con mayor calidad y esperanza de vida respecto al grupo control. Esto
seria debido a la disminucion en la liberacion de citoquinas proinflamatorias y menor
activacion de la caspasa 1. A su vez, planteamos, como una dieta hipercaldrica,
provocara mayor estrés metabdlico y produccion de radicales libres, con una mayor

actividad inflamatoria, empeorando el proceso de envejecimiento, siendo mas acusado
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en ratones wild type que en los que presenten la delecion NLRP3 con una supuesta

proteccion ante los procesos inflamatorios.

Este estudio ayudaria al entendimiento del envejecimiento, las patologias asociadas al
mismo y el papel que pueda tener en éstas el complejo inflamasoma y la dieta. Pudiendo
resultar en una nueva opcion terapéutica para pacientes con enfermedades en las que la
inflamacion crénica dependiente del envejecimiento tiene un papel fundamental, como
son patologia cardiovascular, obesidad, alzheimer, demencias, artritis, cancer y diabetes

tipo 2.

Proponemos los animales modificados genéticamente NLRP3 inflamasoma para
prevenir la apariciéon de dafo cardiaco relacionado con la edad y las dietas altas en
grasas, para estudiar el mecanismo por el cual podrian aumentar su longevidad

mejorando la funcién cardiaca.
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I1I. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es conocer como la nutricidn en paises
desarrollados, caracterizada por dietas hipercaldricas ricas en grasas, tiene un papel
importante en el desarrollo de patologias asociadas al envejecimiento, centrandonos en
la patologia cardiovascular. Asi como, estudiar la inflamaciéon como fenotipo asociado
al envejecimiento y estas patologias, analizando el papel fundamental que juega el

complejo NLRP3- inflamasoma.
A su vez, nos planteamos una serie de objetivos secundarios:

1. Evaluacion de la longevidad en ratones Wild type y NLRP3 -/- sometidos a dietas

estandar e hipercalorica.

2. Evaluacion del efecto de las dietas durante el envejecimiento metabolico en la salud

de ratones Wild type y NLRP3 -/-.

3. Caracterizacion de la respuesta del tejido cardiaco al envejecimiento en ratones

Wild type y NLRP3 -/- sometidos a dietas estandar e hipercalorica.
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IV. MATERIAL Y METODO

Declaraciones éticas

Los estudios en animales se realizaron de acuerdo con las directrices de la Union
Europea (2010/63 / UE) y las reglamentaciones espafiolas correspondientes para el uso
de animales de laboratorio en experimentos crénicos (RD 53/2013 sobre el cuidado de
animales de experimentacion). Todos los experimentos fueron aprobados por el comité
de institucional local de cuidado de animales y cuenta con la aprobacién del comité de

¢ética de experimentacion animal de la Universidad de Sevilla y la Junta de Andalucia.

Grupos de estudio

Se prepararon grupos de animales para estudiar, mediante experimentacion y
con diversas pruebas y mediciones de control, la calidad de vida y la longevidad de cada
grupo, tratando de llegar a unas conclusiones. Unos grupos se dejaron envejecer para
estudiar la longevidad y su evolucion en cuanto a peso e ingesta. Otros grupos se

utilizaron para realizar experimentos.

C57BL6/J es una cepa consanguinea comun de raton de laboratorio con pelaje
marrén oscuro. Es una linea establecida en The Jackson Laboratory. Se considera el
fondo genético mas ampliamente utilizado para ratones genéticamente modificados y
para su uso como modelos de enfermedades humanas, debido a la disponibilidad de
cepas congénitas, facil crianza y robustez de estos animales. Se reproducen bien, son de
larga vida y tienen baja susceptibilidad a los tumores. Tienen alta susceptibilidad a la
obesidad inducida por la dieta, la diabetes tipo 2 y la aterosclerosis. Este tipo de raton

fue la segunda especie de mamifero en tener publicado su genoma completo.

Para todos los experimentos se usaron ratones machos. Se mantuvieron ratones
C57BL6/J wild type y ratones transgénicos no consanguineos NLRP3 -/- (mismo fondo

genético C57BL6/T).
Los 6 grupos de estudio fueron:
- 2 grupos con 12 semanas, uno WT y otro NLRP3 -/-, alimentados con dieta estandar.

- 2 grupos WT estudiados a las 80 semanas y dejados envejecer hasta el fin de su
periodo vital, uno alimentado con dieta estindar y otro alimentado con dieta

obesogénica.
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- 2 grupos NLRP3 -/- estudiados a las 80 semanas y dejados envejecer hasta el fin de su

periodo vital, uno alimentado con dieta estdndar y otro con dieta obesogénica.
Se siguieron los siguientes regimenes dietéticos:

1) Dieta regular o dieta estandar (SD) de Teklad Global 14%, dieta proteica de
mantenimiento de roedores, Harlan Laboratories (proporcion de carbohidratos:
proteina: grasa de 48: 14: 4 % de kcal)

i1) Una dieta obesogénica hipercaldrica que consiste en Teklad Global modificado
con manteca de cerdo para proporcionar el 45% de las calorias de la dieta

procedentes de grasa.

Todos los grupos tuvieron acceso ad libitum a su dieta y agua durante todo el

estudio.

La evolucion del peso corporal y la ingesta de alimentos se controlaron

semanalmente durante toda la vida del animal hasta su fallecimiento.

Los ratones se alojaron en condiciones libres de patogenos especificos, a 20-
22°C, con 30-70 % de humedad relativa y con ciclos de oscuridad / luz de 12 horas

(ciclo de luz de 8:00 a.m. a 8:00 p.m.).

Procedimientos y pruebas de estudio realizadas

Curvas de longevidad

Para analizar la esperanza de vida de cada grupo, los animales eran revisados
diariamente para comprobar su estado de salud general. La mayor parte de los animales
fallecidos eran encontrados sin vida en inspecciones diarias. En el caso de comprobar
que algin animal tuviera un estado de salud comprometido, eran sacrificados, bien por
presentar heridas severas por mordeduras, tumores evidentes o lesiones en la piel, o
debido a un estado de salud en el que se considerase que en las siguientes 24-48 horas
habria fallecido. Gracias al registro de la muerte de cada raton, disefiamos una curva de
longevidad de Kaplan-Meier y comparamos la esperanza de vida entre los 4 grupos

distintos de ratones que dejamos envejecer, en funcion de su dieta y su genética.

Las curvas de supervivencia se representaron mediante el método de Kaplan-Meier y se
utilizé la version de software Prism 6.0c (GraphPad, San Diego, CA) para el analisis de

los datos.
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Analisis del peso corporal e ingesta

Semanalmente se peso la cantidad de comida que era ingerida por cada grupo de
ratones, asi como su peso medio de forma periddica para valorar la diferencia entre los

distintos grupos en cuanto al crecimiento del tejido adiposo.

Natacion forzada

Los ratones se colocaron individualmente en un cilindro de vidrio transparente
de 2 1 (19 cm de altura) lleno a una profundidad de 13 cm con agua a 23 ° C, durante 15
min. A las 24 horas, los ratones se sometieron a una sesion de 6 min de natacion en
agua y un observador ciego al tratamiento los califico fuera de linea, considerando los
minutos dos a seis de la sesion. La inmovilidad se defini6 como el minimo movimiento

posible para mantenerse a flote.

Deterioro cognitivo

Para ello, realizamos la prueba de construccion de nidos. La prueba de
construccion de nidos se realizé en una jaula con medidas 28x12x16 cm. A cada raton
se le asigno una jaula durante 24 h para acomodar un nido a través de la colocacion de
algodones. Antes del ciclo nocturno, dos secciones de algodon (4,4 cm por pila) se
colocaron en la jaula. Para los resultados de la construccion de nidos se otorgaron

puntuaciones 24 h mas tarde utilizando las siguientes reglas especificas:
0: Los tejidos no fueron tocados en absoluto.

1: Los tejidos estaban dispersos en la jaula, pero sin ser rasgados.

2: Los tejidos se juntaron en una esquina sin ser rasgados.

3: Los tejidos se juntaron en una esquina y una pequefia parte fue rasgada, y no se habia

formado un nido.

4: La mayoria de los tejidos se rasgaron y se amontonaron en un rincén, y un nido

evidente se habia realizado.
Reactivos

Se adquirié un coctel de inhibidores de proteasa para la homogeneizacién de
proteinas (Coéctel Inhibidor de Proteasa CompleteTM) de Boehringer Mannheim
(Indianapolis, IN). El kit de sustrato Immun Star HRP se obtuvo de Bio-Rad

Laboratories Inc. (Hercules, CA).
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El reactivo de Bradford para el ensayo de concentracién de proteinas se adquirid de

Bio-Rad (Madrid, Espana).

Los anticuerpos monoclonales especificos para Beclin-1 y p62 se adquirieron en Sigma-
Aldrich (Saint Louis, EE.UU.). El anticuerpo monoclonal anti-GAPDH se adquiri6 de
Calbiochem-Merck Chemicals Ltd. (Nottingham, Reino Unido). EL anticuerpo anti-
NLRP3 se adquiriéo en Adipogen (San Diego, EE. UU.), la caspasa-3 anti-activa, anti-
SIRT-1 y anti-Parkin se obtuvieron de Cell Signaling Technology (Beverly, MA, EE.
UU.). Finalmente, anticuerpos anti-IL-1p (p17), anti-OGG-1, anti-Bc¢l-2, anti-Bax, anti-
MnSOD, anti-catalasa, anti-ATG12 y anti-MAP-LC3 se obtuvieron de Santa Cruz
Biotechnology.

Extraccion de tejidos

Durante el sacrificio de los animales se extrajeron muestras de corazén e higado,
tras perfundir con 25 ml de suero fisioldgico. Ademads se obtuvieron muestras de sangre

y suero sin perfundir para determinaciones bioquimicas.
Corazon, higado y grasa abdominal eran pesados y fotografiados.
Los tejidos eran divididos en varias muestras segun la finalidad de estudio:

- En formol para histologia: Las muestras que se preparaban para estudio

histoloégico eran de corazén e higado.
- En eppendorf a -80°C para estudio proteico mediante Western Blot.

- En eppendorf con RNA later para estudio de PCR real time. La solucion
RNAlater es una solucion acuosa estabilizadora que impregna la mayoria de los tejidos
rapidamente para estabilizar y proteger el ARN en las muestras frescas para su posterior

estudio mediante PCR real time.

Test de tolerancia a la glucosa oral

A los animales de estudio se les inyectd glucosa intraperitonealmente (2g/kg de
peso corporal) después de ayuno nocturno de 16 horas. Los niveles de glucosa en la
sangre de la cola se midieron usando un glucometro (Breeze 2, Bayer Health Care, EE.

UU.) en los intervalos de tiempo de 0, 15, 30, 60 y 120 minutos.
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Niveles de IL-1B vy TNF-a (Biomarcadores séricos inflamatorios)

Se analizaron los niveles séricos de IL-1pB (GenWay, San Diego CA, EE.UU.) Y
TNF-a (Biosource, Reino Unido y GenWay, San Diego, EE.UU.) Se analizaron por
duplicado utilizando kits ELISA comerciales (R&D Systems, Minneapolis, USA).

El procedimiento consiste en pipetear en una placa multipocillos revestidos de un
anticuerpo especifico para IL-1B o TNF-a, 100 ul de suero de cada muestra, se deja
incubar durante una hora a temperatura ambiente. Tras esta primera incubacion, IL-1p o
TNF-a es capturado e inmovilizado sobre la placa, tras ello se realizan los lavados
correspondientes y se procede a la incubacion con un segundo anticuerpo durante otra
hora. Después de la eliminacion del exceso de este segundo anticuerpo, se afade la
enzima estreptavidina-peroxidasa. Esta se une al anticuerpo puesto en segundo lugar
para completar el sandwich de cuatro miembros. Después de una incubacion y del
lavado para eliminar toda la enzima no unida, se afiadi6 una solucion de sustrato, que
actua sobre la enzima unida para producir color. Finalmente las muestras fueron
analizadas en un espectrofotometro (iMark microplate, Bio-Rad) a una longitud de
onda de 450nm. La intensidad de este producto coloreado es directamente proporcional

a la concentracion de IL-1P o TNF-a presente en las muestras.

Estudio metabolico

Leptina y adiponectina

Los niveles séricos de leptina y adiponectina se analizaron por duplicado

utilizando kits ELISA comerciales (R&D Systems, Minneapolis, EE. UU).

Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1)

Los niveles séricos de IGF-1 se analizaron por duplicado utilizando kits ELISA

comerciales (R&D Systems, Minneapolis, EE. UU).

Biomarcadores de suero

Los niveles séricos de glucosa, triglicéridos, colesterol, acido urico, albumina,
aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa, bilirubina, creatinina y creatina
quinasa se analizaron usando kits comerciales (Randox Laboratories, Antrim, Reino

Unido).
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Analisis de proteinas mediante Western Blot, inmunoblot o

electrotransferencia

El Western blot es una técnica analitica usada en biologia celular y molecular
para identificar proteinas especificas de extractos celulares y tejidos. Esta técnica

requiere varias etapas:

Realizamos una preparacion previa de las muestras con tampodn de lisis, el cual contiene
50 mM Tris-HCI, pH 7.4, ImM EDTA, 5% Tween-20. En caso de tratarse de células se
utiliza un pellet recogido, si son muestras de tejidos, se homogeniza la muestra
previamente. Por ml de tampon de lisis se utiliza 10 pL de PMSF y 10 puLL de CIP en su

preparacion.

A) Método Bradford para cuantificacion de proteinas en la muestra

La concentracién proteica de la muestra fue medida utilizando un reactivo de
ensayo de proteinas (Bio-Rad, Madrid, Espana) segun el método Bradford. En funcion

de la carga proteica preparamos con agua y LB cada muestra para el western blot.

Para determinar la cantidad de proteinas para los ensayos de Western-Blot se us6 una
modificaciéon del método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) ideada para
muestras que contienen membranas (Stoschek, 1990). El ensayo se realizé anadiendo en
una cubeta de espectrofotometro 10 pl de NaOH 1M, 1 uL de la muestra y 200 pL de
reactivo de Bradford por cada pocillo, dejando uno sin muestra para control. Tras dejar
incubar la mezcla 5 minutos a temperatura ambiente y protegida de la luz, se midio la
absorbancia a 595nm en un espectrofotdémetro UniCam UV 500 (Thermo Spectronic).
La cantidad de proteina fue determinada mediante una recta patron realizada con
cantidades conocidas de inmunoglobulina G (0-28 pug). Dejamos reposar la preparacion

toda la noche (overnight).

B) SDS-Page v Western-Blot

El analisis de las proteinas que estaban presentes en los lisados celulares se llevo
a cabo mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), segun el
procedimiento descrito por Laemli (Laemli, 1970), a una intensidad de 35mM/gel en un
sistema MiniProtean III (Bio-Rad) y con tampén de carrera TGS10X (Tris/Glycine/SDS

Buffer 10X, BioRad). El analisis de inmunotransferencia se realiz6 con 20 pg de
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proteina total, se separ6 en geles de acrilamida SDS PAGE al 12% (Biorad Laboratories

Inc., Hercules, CA, EE. UU.)

Se prepararon geles de diferentes concentraciones de acrilamida de acuerdo a las
necesidades del peso molecular de las proteinas a estudiar, gel separador, y al 4% el gel
condensador. Cargamos las diferentes calles para colocar las muestras y un control de

carga para verificar el proceso.

Realizamos la electroforesis a 120 V en tampon de electroforesis TGS

(Tris/Glicina/SDS, Bio-Rad).

Tras la electroforesis se procedio a la transferencia a un soporte sélido (Trans-Blot,
SD, Semi-Dry Transfer Cell con fuente de alimentacion Bio-Rad Power Pac 1000) a
25V y durante 45 minutos en tampon de transferencia TG (Tris/Glycine Buffer 10X,
BioRad). Se usaron membranas de nitrocelulosa de 0,2 um como soporte (Hybond-
ECL, Amerscham Biosciences). Finalizada la transferencia, para comprobar que la
misma se ha realizado correctamente, la membrana de nitrocelulosa fue tefiida con una
solucion de Rojo Ponceau al 0.5%. Después de destenir el rojo Ponceau con &cido
acético 1% se procede al lavado y bloqueo de la membrana para posterior marcacion de

la proteina de estudio.

C) Inmunodeteccion con anticuerpos vy analisis de la membrana

Después de la electroforesis y transferencia de proteinas, las membranas se
bloquearon en un tampén bloqueante de grado blotin (Biorad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, EE. UU.) durante 2 horas. Después del lavado, la inmunotransferencia se
realizd a 4°C durante la noche con agitacion usando anticuerpos primarios (1: 1000)
contra Sirtl, AKT, pAKT, Beclinl, LC3, Parkin, Bcl2, BAX, Caspase-3, PPARa y
GAPDH (Santa Cruz Biotecnologia, EE. UU.), AMPK, p-AMPK, PI3K, p-PI3K,
mTOR, p-mTOR, SQSTM1 / p62 (Cell Signaling, USA). Después de enjuagar, las
membranas se incubaron en una dilucién 1: 10000 con el correspondiente anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa de rabano picante (HPR) a temperatura ambiente
durante 1 hora. Se adquiri6 IgG goat anti-rabbit, anti-mouse y rabbit anti-goat de
Calbiochem-Merck Ltd (Nottingham, Reino Unido). Para demostrar que las cargas eran
iguales en las transferencias, se analiz6 la expresion de GAPDH con un anticuerpo anti-

GAPDH (Santa Cruz Biotechnology) ademas de con el método Ponceau S descrito
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previamente. Los complejos de proteinas especificas se identificaron utilizando el kit de

sustrato Immun Star HRP (Biorad Laboratories Inc., Hercules, CA, EE. UU).

Finalmente se detecta y visualiza la wunidn antigeno-anticuerpo por
quimioluminiscencia habiendo colocado luminol en la membrana durante 5 minutos y
revelando con el escaner de deteccion. En la imagen obtenida podremos estudiar las
bandas que nos muestran las proteinas especificas de la muestra. La inmunodeteccion se
realizd con el kit de deteccion de luz quimioluminiscente WesternSure (LI-COR
Biosciencies, EE.UU). Las sefiales de detecciéon inmunoldgica se capturaron utilizando
el escaner de transferencia C-Digit y el software de estudio de imagenes Digits (LI-
COR Biosciencies, EE. UU.) Los datos densitométricos se registraron después de la
normalizacién del control de carga. Las sefiales se analizaron y cuantificaron mediante
un sistema de analisis y procesamiento de imdgenes en Java (Software Image J,

Softonic).

Histologia

Tras la anestesia de los ratones, se extrajeron y cortaron los corazones e higados,
colocandose inmediatamente en una formalina tamponada neutra al 10% a temperatura
ambiente durante 24 horas después de un breve enjuague con PBS. Las muestras se
incluyeron en parafina, se cortaron en secciones de 5 um y se tifieron con hematoxilina
y eosina. Las areas de seccion transversal de cardiomiocitos se calcularon en un

microscopio digital (x 400) con el software ImageJ (version 1.49).

Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como medias = SEM. Después de la evaluacion de
la normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk, se midieron las diferencias estadisticas
entre los diferentes grupos utilizando un analisis de varianza de 1 via (ANOVA) cuando
fue apropiado con la prueba de Tukey post hoc. Un valor de P de <0.05 se considerd
estadisticamente significativo. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el
software Prism version 5.0a (GraphPad, San Diego, CA). Los asteriscos en las figuras

representan lo siguiente: *: P <0.05; **: P <0.01; y ***: P <0.001.
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V. RESULTADOS

Dieta obesogénica y ausencia de NLRP3 inflamasoma modifican el
proceso de envejecimiento con cambios en la longevidad y el

comportamiento.

En base a la bibliografia analizada en la introduccion, determinamos, mediante
el andlisis de los diferentes grupos, como afectan la variable de una dieta alta en grasas
y la inhibicién genética del complejo NLRP3 inflamasoma durante el proceso de

envejecimiento en los diferentes grupos de estudio.

Al analizar la longevidad de cada grupo de estudio, se observa un aumento en la
vida media de los ratones NLRP3 -/- [Figura 1A] respecto al grupo WT con dieta
estandar. A su vez, también podemos apreciar una mayor vida media en ratones NLRP3

-/- respecto a los WT en los grupos alimentados con una dieta obesogénica.

La ingesta diaria y el peso corporal de cada grupo fue monitorizado semanalmente
durante toda la duracion del estudio [Figura 1B, Figura 1C] observandose una mayor
ingesta en los grupos con dieta obesogénica, mantenida en la ultima etapa de la vida en
el grupo WT y reduciéndose en el grupo NLRP3 -/- hacia una ingesta mas similar a los
grupos alimentados con dieta estandar. Respecto al peso corporal [Figura 1B], se
observa, como es de esperar, un aumento durante la etapa media de la vida en los
grupos alimentados con dieta obesogénica, siendo este aumento mas acentuado en los
ratones WT que en los NLRP3 -/- por lo que parece existir una cierta proteccion frente a

la ganancia de peso y desarrollo de obesidad en dietas hipercaléricas ante la delecion.
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Figura 1. Dieta obesogénica e inhibicion de NLRP3 modifican supervivencia y peso
corporal. (A) Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para ratones wild type y NLRP3 -/- con
dietas estandar y obesogénica, (B) Pesos corporales de cada grupo durante 24 meses, (C)

Ingesta diaria.

Los valores se expresan como medias + SEM. n=10. ***P < (0.001 ratones WT con dieta

obesogénica vs ratones NLRP3 -/- con dieta obesogénica.

Respecto a la apariencia externa, se puede observar como los ratones
alimentados con una dieta alta en grasas y con mayor peso corporal, tienen un mayor
volumen abdominal, mas apreciable en el grupo WT que en el grupo NLRP3 -/- que
presenta un aumento de peso mas controlado [Figura 2A]. También se aprecia mayor

problema de alopecia y peor aspecto del pelaje en el grupo WT respecto a los ratones
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NLRP3 -/- en ratones adultos con dietas obesogénicas. Una de las caracteristicas
inflamatorias observadas en el grupo WT alimentado con dieta obesogénica y no
observado en el grupo NLRP3 -/- fue la dermatitis ulcerosa. No se conoce la etiologia
de este problema inflamatorio de la piel pero se asocia al envejecimiento acompanado

con una dieta alta en grasas [168].
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Figura 2. Apariencia externa de cada grupo e incidencia de dermatitis ulcerosa. (A)
Aspecto de los diferentes grupos de estudio envejecidos con dietas estandar y obesogénica e
incidencia de dermatitis ulcerosa en ratones adultos de cada grupo con dieta obesogénica. (B)

Diagrama de valoracion de la dermatitis ulcerosa.
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Para el estudio del comportamiento y la salud mental, cuyo deterioro se asocia al
envejecimiento y la obesidad [33], se valoro el deterioro cognitivo mediante la prueba
de anidacién a los 20 meses de cada uno de los 4 grupos adultos, asi como la
inmovilidad mediante la prueba de natacion forzada de dichos grupos respecto a los

ratones jovenes para valorar la capacidad motora [Figura 3].

El sistema nervioso, al igual que el corazon, es un tejido postmitotico, por lo que
mediante su estudio, valoramos su estado en los diferentes grupos para apoyar los

resultados a nivel del sistema nervioso central.

En la prueba de natacion forzada, los ratones envejecidos, presentan mayor tiempo de
inmovilidad respecto a los ratones jovenes de ambos grupos, mostrando un mayor nivel
de depresion. Asi mismo, los grupos envejecidos con dieta obesogénica demuestran una
mayor afectaciéon motora con mayor tiempo de inmovilidad en la prueba de natacién
forzada, siendo mas acusada en el grupo WT que en NLRP3 -/- [Figura 3A], prueba de
que la dieta hipercalérica y la delecion modifican el comportamiento y el deterioro a

nivel del sistema nervioso.

En la prueba de anidacion, para valorar el deterioro cognitivo de cada grupo de estudio,
apreciamos un mayor tiempo necesario para la formacién del nido en el grupo wild type
con dieta obesogénica en comparacion con los otros 3 grupos, lo que refleja un deterioro

cognitivo mayor en los ratones que conforman dicho grupo [Figura 3B].
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Figura 3. Inmovilidad y puntuacion de anidacion donde WT DO obtiene los peores
valores. (A) Tiempo de inmovilidad durante la prueba de natacion forzada, (B) Puntuacion de

anidacion, (C) Aspecto del nido en cada grupo.

Los valores se expresan como medias £ SEM de experimentos independientes por triplicado. n
= 10. ***P < 0.001 ratones jovenes vs ratones adultos y con dieta obesogénica WT. “*P < 0.001
ratones jovenes vs ratones adultos y con dieta obesogénica NLRP3 -/-. °P < 0.05 ratones WT vs

ratones NLRP3 -/-.

Dieta obesogénica y ausencia de NLRP3 inflamasoma modifican el

metabolismo.

El proceso de envejecimiento y una dieta alta en grasas ha sido relacionado con
la aparicidon de desérdenes metabolicos como la resistencia a la insulina y aparicion de
diabetes [36], habiéndose relacionado al complejo NLRP3 con un papel primordial en la
aparicion de estos desordenes [193]. Es por ello que estudiamos también el efecto de la
dieta hipercalorica continuada y el efecto de la inhibicion genética del complejo
inflamasoma NLRP3 en la glucemia tras ayuno nocturno. Los ratones de 20 meses WT

alimentados con dieta obesogénica mostraron cambios en el metabolismo de la glucosa
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respecto a los WT de 20 meses alimentados con dieta estandar. El andlisis de los valores
de glucosa en sangre tras el test de tolerancia a la glucosa obtuvo los valores mas
elevados en ratones WT adultos con dieta obesogénica [Figura 4A]. Los ratones NLRP3
-/- de 20 meses estudiados, respondieron al metabolismo de la glucosa de forma similar
entre el grupo con dieta estandar y el de dieta obesogénica, con tolerancia y buen
metabolismo de la glucosa a lo largo del tiempo y valores similares al grupo WT
alimentado con dieta estandar [Figura 4B]. Esto también fue observado por el aumento
del area bajo la curva (AUC) en el grupo WT 20 dieta obesogénica respecto a WT

alimentado con dieta estandar y a los grupos NLRP3 -/-.
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Figura 4. Inhibicion genética de NLRP3 y dieta obesogénica alteran el metabolismo de la
glucosa. (A) Test de tolerancia oral a la glucosa con niveles séricos de glucosa analizados en los
tiempos indicados y el area total bajo la curva (AUC) para ratones adultos WT con dietas
estandar y obesogénica, (B) Test de tolerancia oral a la glucosa con niveles séricos de glucosa
en los tiempos indicados y el area total bajo la curva (AUC) para ratones adultos NLRP3 -/- con
dietas estandar y obesogénica. A los ratones se les administro glucosa via oral a 2g/kg después

de un ayuno nocturno.

Los valores se expresan como medias =+ SEM de experimentos independientes por triplicado.

n=8. ***P <0.001 ratones WT adultos vs ratones WT adultos y con dieta obesogénica.

El factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) es una proteina, similar en
estructura a la molécula de la insulina, potente inhibidor de la autofagia. Un aumento de
IGF-1 se relaciona con disminucion de la resistencia al estrés y disfuncion metabolica.
Sin embargo, su reduccion ha demostrado prevenir el envejecimiento celular y el inicio
de patologias [77]. Los valores de IGF-1 en suero disminuyeron en ratones NLRP3 -/-
[Figura 5] tanto en ratones jovenes y envejecidos con dieta estandar y en el grupo

envejecido con dieta obesogénica, teniendo un descenso mas acusado en este ultimo.
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Estos niveles séricos disminuidos de IGF-1 estables y mantenidos a lo largo del tiempo
pueden ser los responsables del aumento de la vida 1util que mostraron los ratones
NLRP3 -/- durante el estudio [Figura 1A] ya que se relaciona con resistencia al estrés y

efecto antienvejecimiento [78, 79, 80].
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Figura 5. Inhibicion genética de NLRP3 y dieta obesogénica alteran valores de IGF-1.
Niveles séricos del factor de crecimiento insulinico tipo 1 en ratones jovenes y adultos

alimentados ad libitum con dietas estandar y obesogénica.

Los valores se expresan como medias =+ SEM de experimentos independientes por triplicado.

n=8. P <0.001 ratones WT vs ratones NLRP3 -/-.

La leptina y la adiponectina son reguladores del metabolismo energético del
organismo. La leptina es un regulador del peso corporal y la disregulacion del ratio
leptina/adiponectina ha sido asociado con sindrome metabolico, higado graso no
alcohdlico y problemas cardiovasculares [26]. Es por ello que estudiamos los niveles
séricos de las hormonas metabolicas leptina y adiponectina en cada uno de los grupos
de estudio. La leptina mostrd niveles séricos similares en WT y NLRP3 -/- en ratones
jovenes y niveles mas elevados durante el envejecimiento, observandose los mayores
niveles en ratones envejecidos wild type con dieta obesogénica, siendo los niveles en
ratones envejecidos NLRP3 -/- més reducidos, sin diferencias significativas entre dieta

estandar y obesogénica en este caso [Figura 6A].

La adiponectina disminuyo en ratones WT envejecidos con dieta estandar respecto a los
ratones jovenes del mismo grupo. Sin embargo aumentd6 en NLRP3 -/- en ratones
envejecidos con dieta estandar respecto a los jovenes, con una diferencia significativa

respecto a WT. En relacion a los grupos envejecidos con dieta obesogénica, la
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adiponectina circulante aumenta en ratones NLRP3 -/- y WT respecto a los grupos
jovenes [Figura 6B]. Estos valores obtenidos nos marcan un ratio favorable, mas
reducido, Leptina/Adiponectina en ratones NLRP3 -/- [Figura 6C] lo cual demuestra
mayor sensibilidad a la insulina, oxidacion de grasas y prevenciéon de la obesidad, con

proteccion ante enfermedades metabolicas.
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Figura 6. Inhibicion de NLRP3 previene aparicion de enfermedades metabdlicas
analizando las hormonas metaboélicas leptina y adiponectina. (A) Valores en plasma de
leptina en ratones jovenes y adultos con dieta estandar y obesogénica, (B) Valores de
adiponectina en ratones jovenes y adultos con dieta estandar y obesogénica, (C) Relacion

leptina/adiponectina en los diferentes grupos de estudio.

Los valores se expresan como medias £ SEM de experimentos independientes por triplicado.
n=8. *P <0.05, **P <0.005, ***P <0.001 ratones jovenes vs ratones adultos y con dieta
obesogénica WT. °P <0.05, P <0.005, **P <0.001 ratones jovenes vs adultos y dieta
obesogénica NLRP3 -/-. °p < 0.05, bp < 0.005, °°p < (.001 ratones WT vs NLRP3 -/-.

El complejo NLRP3 inflamasoma se ha relacionado con un papel primario a la
hora del avance de desarrollo de desérdenes metabolicos [192]. La inhibicidon genética
del complejo NLRP3 inflamasoma parece prevenir el desarrollo de los mismos durante
el envejecimiento en ratones alimentados tanto con dieta estdndar como con dieta alta
en grasas. Se analizaron biomarcadores séricos en cada uno de los 6 grupos de estudio,

detallados en la tabla de bioquimica sérica [Tabla 1].

Se aprecian niveles de colesterol en plasma mas reducidos en el grupo adulto NLRP3 -/-
alimentado con dieta alta en grasas comparado con el grupo WT con la misma dieta.

Los valores séricos de glucosa también estan reducidos en NLRP3 -/- envejecido con

94



dieta obesogénica mostrando mejor tolerancia al metabolismo de la glucosa. Este grupo
también presenta reduccion de transaminasas hepaticas, creatina fosfoquinasa, acido
urico y creatinina. Siendo todos ellos marcadores de envejecimiento celular y reflejando

menor avance del proceso en ratones NLRP3 -/-.

Tabla 1. Parametros bioquimicos en plasma de ratones NLRP3 -/- y wild-type durante el

envejecimiento con dieta estindar y dieta obesogénica.

WT NLRP3 -/-
Parametros 3m 20m DO 3m 20m DO
Colesterol 307.6 364.1 401.9 305.8 316.3 333.8
(mg/dL) (11.2) (9.5)** (12.4)*%** (12.4) (15.2)* (14.5)*
Triglicéridos 343 27.2 32.1(5.8) 325 24.3 33.7
(mg/dL) 5.7 (6.3) (7.2) (12.1) (10.5)
Glucosa (mg/dL) 131.7 279.9 286.3 149.8 110.2 136.5

(42)  (9.8)*** (5.9y** (6.8) (10.1)™* (15.2)

Albémina 295 239 3.08 3.19 195 2.30
(mg/dL) (0.14) (0.25)  (0.18)  (0.10) (0.09)  (0.13)
Bilirubina 0.15 0.16 0.17 0.14  0.15 0.16
(mg/dL) (0.02) (0.03)  (0.04)  (0.02) (0.03)  (0.04)
Ala 318.6 4593  541.1 328.1 362.8 3715

aminotransferasa (78)  (86)***  (76)***  (99)  (82)™  (97)™
(UL)

Asp 321.6 482.6 528.9 3452 370.5 389.1
aminotransferasa (83)  (72)***  (80)***  (97)  (85)™  (79)
(UL)

Creatina 3759 5015 6121 3567 3697 3932
fosfoquinasa (911)  (762)*** (810)*** (815) (599)™* (734)™*
(UL)
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Acido urico 2431 32.15 29.39 29.15 2431 30.99

(nMol/dL) 2.5)  (1.7)**  (1.6)* (1.8 (1.5  (1.6)
Creatinina 078 137 1.17 091 101 1.04
(mg/dL) 0.02) (0.22)** (0.12)*  (0.13) (0.09)  (0.07)

Los valores se presentan como media + SEM. n=10. UL, unidades por litro. * P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001 ratones jovenes vs ratones adultos y con dieta obesogénica WT. “P<0.05,

P < 0.005, *P<0.001 ratones jovenes vs adultos y dieta obesogénica NLRP3 -/-.

Un aumento en los niveles séricos de TNF- a ha sido relacionado con el
envejecimiento y patologias cardiacas, siendo un importante indicador de inflamacion
con alto valor clinico [121, 165]. Se realizé el andlisis de este biomarcador sérico
mediante el test ELISA. Sus valores se vieron elevados considerablemente en los
ratones WT adultos, sobre todo ante dieta obesogénica, respecto a los NLRP3 -/-

[Figura 7] reflejando una mayor estado inflamatorio en estos grupos no transgénicos.
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Figura 7. NLRP3 -/- muestra menor expresion de biomarcador sérico inflamatorio TNF-a

en ratones adultos y ante dieta obesogénica.

Los valores se expresan como medias £ SEM de experimentos independientes por triplicado. n
= 8. * P <0.05, ** P <0.005, *** P <0.001 ratones jovenes vs ratones adultos y con dieta
obesogénica WT. °P <0.05, P <0.005, **P <0.001 ratones jovenes vs adultos y dieta
obesogénica NLRP3 -/-. °p < 0.05, bp < 0.005, °°p < (.001 ratones WT vs NLRP3 -/-.
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La ausencia de NLRP3 inflamasoma retrasa el envejecimiento
cardiaco con efectos cardioprotectores tanto con una dieta estindar

como ante una dieta obesogénica.

La hipertrofia cardiaca es una de las caracteristicas fisiopatologicas asociadas al
envejecimiento y dafio cardiaco [152]. Para evaluar el impacto de la dieta hipercaldrica
y la ausencia de NLRP3 sobre la morfologia del miocardio se examiné mediante
microscopia el area de la seccidn transversal de los cardiomiocitos en tinciones con
hematoxilina-eosina [Figura 8A] donde se revel6 un area de los cardiomiocitos
aumentada en los ratones wild type envejecidos, en mayor medida en los alimentados
con dieta obesogénica [Figura 8B]. Al analizar el tejido cardiaco se observa también
hipertrofia del ventriculo izquierdo y aumento de masa miocardica acentuado en los
ratones envejecidos wild type con dieta obesogénica, muestra de un mayor
envejecimiento y dafio que en los ratones NLRP3 -/- que presentaban menor aumento de

volumen y peso cardiaco [Figura 8C].
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Figura 8. NLRP3 inflamasoma y dieta obesogénica intervienen en la morfologia y funcion
cardiaca. (A) Micrografias representativas tefiidas con hematoxilina-eosina (400x) que
muestran el area de la seccion transversal y secciones perivasculares de los diferentes grupos
(B) Analisis cuantitativo del area de la seccion transversal de los cardiomiocitos con mediciones
de aproximadamente 100 cardiomiocitos por grupo. (C) Peso cardiaco normalizado de cada

grupo de estudio.

Los valores se expresan como medias + SEM de experimentos independientes por triplicado (n

= 4-5 ratones para todos los grupos).

* P <0.05, ** P <0.005, *** P <0.001 ratones jovenes vs adultos y dieta obesogénica WT. “P

<0.05, *P <0.005, **P <0.001 ratones jovenes vs adultos y dieta obesogénica NLRP3 -/-.
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La inhibicion de NLRP3 inflamasoma induce a Sirt 1, mejora el flujo
autofagico, reduce apoptosis y ruta mTOR protegiendo frente al

envejecimiento cardiaco ante una dieta estandar y obesogénica.

La autofagia confiere un mecanismo de proteccion frente al acimulo de
desechos y la disfuncion celular para conseguir mantener la homeostasis celular. Ante
situaciones de estrés, como es el proceso de envejecimiento o una dieta alta en grasas, la
autofagia ayudaria a responder como mecanismo de proteccion celular para la
supervivencia. Durante el proceso de envejecimiento la autofagia se vuelve menos

eficaz y disminuye, favoreciendo la disfuncion celular y el dafio cardiaco [153].

Mediante western blot realizamos un estudio proteico y valoramos la autofagia de los
diferentes grupos de estudio obteniendo mejores resultados en grupos NLRP3 -/-. La
proteina SIRT1 tiene un papel fundamental en la mejora del metabolismo y proteccion
cardiaca durante el envejecimiento mediante la induccion autofagica y la inhibicion de
mTOR [207]. Los ratones NLRP3 -/- presentaron incrementados niveles de SIRT1 tanto
en dieta estdndar como obesogénica en comparacion con los ratones WT, en cuyo caso
se observd un descenso de esta proteina. Esto demuestra un efecto antioxidante y
antiinflamatorio con un papel cardioprotector y antienvejecimiento atribuido a SIRT]I

[83, 86] [Figura 9A y 9B].

La via mTOR desempefia funciones reguladoras cruciales en la fisiologia y patologia
cardiovascular, su ausencia es incompatible con la vida pero su atenuacion se relaciona
a una mayor autofagia, previniendo el dafo celular cardiaco relacionado a la edad y al
estrés por dietas altas en grasas, conllevando un envejecimiento mas saludable [94, 98,
136]. Observamos una atenuacion de la ruta mTOR en los grupos NLRP3 -/- [Figura
9A y 9C] lo que implica una reactivacion de la autofagia y contribucion a mejor
respuesta cardiaca durante el proceso de envejecimiento por mantenimiento de la

homeostasis celular.

La disfuncion autofagica ha sido ligada al envejecimiento y obesidad mediante un
bloqueo del flujo autofagico y acumulacion de autofagosomas sin degradar [113]. LC3
IT y p62 son dos proteinas implicadas en el proceso de formacion de autofagosomas y en
la via de eliminacién autofagica [130, 131]. La sobreexpresion de LC3 II observada
[Figura 9A y 9D] puede ser debida a un aumento de la autofagia o al deterioro del flujo

autofagico, por lo que sus cambios han de interpretarse junto con los niveles de p62. El
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grupo NLRP3 -/- presentd valores correspondientes a una maquinaria autofagica
mantenida y mas eficiente, mostrando niveles de p62 mas reducidos. Los ratones WT
presentaban niveles mas altos de p62 que los ratones NLRP3 -/- [Figura 9A y 9E], mas
acusados en dieta estandar, correspondiéndose con un proceso autofagico deteriorado en

ratones WT.

Las dietas hipercaloricas y el envejecimiento se asocian al estrés oxidativo,
disregulacion de la inflamacion y la apoptosis de los cardiomiocitos [164]. Es por ello
que se analizaron los principales biomarcadores apoptoticos, viéndose un incremento
durante el envejecimiento del biomarcador apoptético BAX, con reduccion en las dietas
obesogénicas. En el caso de los ratones NLRP3 -/- no se observo un dafio acusado de
esta via apoptotica probablemente por un mejor flujo autofagico. Los niveles de BAX
cardiaco, proteina pro-apoptotica, presentaba valores elevados en ratones WT respecto a
NLRP3 -/- [Figura 9A y 9F]. Sin embargo, Bcl-2, proteina antiapoptodtica, mostrd
niveles aumentados en el grupo NLRP3 -/- previniendo la apoptosis de los
cardiomiocitos [Figura 9A y 9G]. Analizando el ratio BAX/Bcl-2 se observa una gran
diferencia apoptotica entre los ratones WT y NLRP3 -/- [Figura 9H], mostrando una

mayor apoptosis en ratones WT.
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Figura 9. Delecion de NLRP3 y dieta obesogénica modifican el nivel y flujo autofagico,
apoptosis, SIRT-1 y niveles mTOR en el tejido cardiaco. (A) Imagenes representativas de
western blot de SIRT 1, p-mTOR, mTOR, LC3I, LC3II, p62, Bax, Bcl-2, GADPH. (B)
Cuantificacion de proteina SIRT1 frente a proteinas totales. (C) Cuantificacion de proteina
fosforilada mTOR frente a mTOR. (D) Cuantificacion de proteina LC3 II frente a proteina LC3
I. (E) Cuantificacion de proteina p62. (F) Cuantificacion de proteina BAX. (G) Cuantificacion
de proteina Bcl2. (H) Cuantificacion de proteina BAX frente a proteina Bcel2.

El analisis densitométrico se presenta como medias + SEM. n = 6. * P <0.05, ** P <0.005, ***

P <0.001 ratones jovenes vs adultos. °P <0.05, *P <0.005, ***P <0.001 ratones WT vs NLRP3 -/-

La inhibicion de NLRP3 previene dafio y disfuncion hepatica

durante el envejecimiento y ante dietas obesogénicas.

El desarrollo de higado graso no alcohdlico es una patologia comun
caracterizada por acumulacion de lipidos en la estructura hepatica ante dietas grasas,
sedentarismo, desordenes metabodlicos, etc... En presencia de estrés oxidativo e
inflamaciéon crénica puede evolucionar a esteatohepatitis no alcohdlica con riesgo de

cirrosis y cancer hepatico [26].

Observamos un menor dafio hepatico en el grupo de estudio NLRP3 -/- envejecido con
dietas estandar y dietas obesogénicas en comparacion con los higados de los ratones

WT donde se puede apreciar mayor dafio, mas acusado en los alimentados con dieta
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obesogénica, con un higado con coloracion palida. En el estudio histologico se observa
incremento de lipidos y esteatosis significativa en el grupo wild type adulto, siendo
acusado en la dieta obesogénica, en comparacion con el grupo NLRP3 -/- con

coloracion e histologia aparentemente normal.
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Figura 9. Ausencia de NLRP3 y la dieta obesogénica modifican la estructura y funcion
hepatica. Imagen representativa del aspecto macroscopico hepatico y micrografias

representativas tefiiddas con hematoxilina-eosina (400x) en cada uno de los grupos de estudio.
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VI. DISCUSION

Conforme avanzan las investigaciones, se tiene cada vez mayor certeza del papel

fundamental que tiene la nutricion en el estado de salud general, asi como en la forma y
velocidad en la que envejecemos y aparecen patologias asociadas [100]. Existen
evidencias de que modificaciones dietéticas ayudan a reducir el estado proinflamatorio
asociado al envejecimiento [17]. La dieta mediterranea, con efectos beneficiosos
demostrados para la salud [10], estd abandonéndose por dietas mas occidentales en los
paises industrializados y desarrollados. Una nutricidon caracterizada por un excesivo
contenido calorico y elevado consumo de grasas, acompafiado de un estilo de vida poco
saludable desencadena problemas de obesidad con desarrollo y empeoramiento de
patologias inflamatorias asociadas [16]. Nuestros resultados, con grupos de estudio
envejecidos con dietas hipercaléricas demuestran cambios metabdlicos, morfoldgicos,
histoldgicos, en niveles autofagicos y de comportamiento, presentando a la nutricién
como una variable a tener muy en cuenta en el proceso de envejecimiento y patologias

asociadas.

El envejecimiento es el principal factor de riesgo y proceso patoldgico que
desencadena las enfermedades cardiovasculares y metabolicas en personas sanas. Las
principales vias moleculares que se dafian durante el envejecimiento comprometen vias
de deteccion de nutrientes, como son el metabolismo de la glucosa, respuesta a la
insulina, disregulacion de la ruta mTOR y SIRT1 [49]. Asi mismo, la inflamacidon tiene
un papel fundamental en estos procesos durante el envejecimiento, ya sea de forma
primaria o secundaria a los desérdenes metabolicos, siendo el nexo de union entre

envejecimiento y los procesos patoldgicos asociados.

Estos cambios que se dan mientras envejecemos estan muy asociados a los estilos de
vida, pudiendo ser acelerados por una vida sedentaria o una dieta hipercaldrica
caracteristica de paises desarrollados e industrializados, con dietas occidentales,
favoreciendo el estado inflamatorio de bajo grado y las enfermedades relacionadas

[165].

Nuestro estudio analiza cémo la inflamacidon, mas especificamente el complejo
NLRP3 inflamasoma, participa en los dafios producidos durante el envejecimiento y que
son agravados por una dieta alta en grasas. La inflamacion crénica es un aspecto comun

en los tejidos envejecidos y en la mayoria de patologias relacionadas con la edad [202],
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conllevando cambios en el metabolismo, degeneracion y pérdida funcional, como es el
caso de la funcion cardiaca [196]. Los resultados de nuestro estudio, evidencian
cambios entre grupos ante una delecion del gen NLRP3 y ante cambios en la dieta,
modificando las rutas y vias que marcan las caracteristicas del proceso de
envejecimiento. Analizando los datos obtenidos, hay evidencia convincente de que la
deficiencia de NLRP3 aumenta la longevidad incluso ante el efecto perjudicial de una
dieta hipercaldrica. Evidenciandose cambios metabdlicos que pueden ser responsables
de este aumento en la longevidad, destacando un aumento de la tolerancia a la glucosa
con mayor sensibilidad a la insulina, reduccion de los valores de leptina acompaifiado de
incremento de adiponectina y una regulacion de la dislipidemia que suele estar asociada

a los procesos inflamatorios [197].

Los niveles de ingesta fueron mayores en los grupos con dieta alta en grasas
tanto WT como NLRP3 -/-, debido a ser una dieta mas apetecible y sabrosa. Sin
embargo, la ganancia de peso en el grupo NLRP3 -/- con dieta alta en grasas fue menor
que en el grupo WT, relacionado con el mejor control de los cambios metabolicos que
se produce ante la delecion, induciendo una proteccion al desarrollo de obesidad frente
a dietas hipercaloricas [194]. Asi mismo, un deterioro en la salud mental y del
comportamiento se asocia al envejecimiento y obesidad [33] pero pudimos analizar a
través de la prueba de anidacion y natacion forzada como el grupo alimentado con dieta
obesogénica WT habia sufrido mayor deterioro que el grupo NLRP3 -/- demostrando

proteccion frente al deterioro cognitivo.

Los resultados metabolicos obtenidos en nuestro estudio confirman que la inhibicion de
NLRP3 mejora el dafio producido en las vias metabdlicas inducido por la edad y dietas
obesogénicas. Niveles séricos bajos de adiponectina se han asociado a enfermedades
coronarias, hipertrofia cardiaca del ventriculo izquierdo e hipertension, con riesgo de
infarto de miocardio [27, 28, 30]. La leptina es un conocido regulador del peso corporal
y la disregulacion del ratio leptina/adiponectina se ha asociado a enfermedad
cardiovascular, sindrome metabdlico e higado graso no alcohélico [26]. En base a ello,
nuestros resultados muestran en los grupos de ratones jovenes y en NLRP3 -/- adultos
alimentados con dieta estdndar o dieta obesogénica niveles reducidos de leptina y del
ratio leptina/adiponectina comparado con el grupo WT, correspondiéndose con un
mejor control del peso corporal y efecto cardioprotector con prevencion del desarrollo

de desordenes metabodlicos ante situaciones de estrés como es una dieta alta en grasas
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durante el envejecimiento. La adiponectina circulante aumentada obtenida en nuestros
resultados, muestra mejor sensibilidad a la insulina, oxidacién de grasas y prevencion

de obesidad.

La hipersensibilidad a la insulina con una mayor tolerancia a la glucosa, ya vista
previamente en el fenotipo de ratones NLRP3 -/- [204] se observa en los resultados de
nuestro estudio, manteniéndose durante toda la vida de los ratones. En grupos jovenes y
NLRP3 -/- envejecidos, incluso con dieta hipercaldrica presentan valores en sangre de
glucosa tras test de tolerancia a la glucosa reducidos en comparacion con los ratones

WT, mostrando prevencion de problemas como la diabetes.

Niveles aumentados de IGF-1 se relacionan con disminucion de resistencia al estrés y
disfuncion metabodlica, sin embargo su reduccion ha demostrado prevenir el
envejecimiento celular y el inicio de patologias [77]. Otros estudios han demostrado que
valores controlados de IGF-1 y niveles reducidos de glucosa circulante prolongan la
vida util con mayor resistencia al estrés y efectos antienvejecimiento [80]. En nuestros
resultados observamos niveles séricos reducidos de IGF-1 en ratones NLRP3 -/-,

muestra de una sefalizacion reducida de insulina por mayor sensibilidad a la misma.

También observamos que la dislipidemia, asociada a los procesos inflamatorios durante
el envejecimiento [49] se redujo en ratones NLRP3 -/- envejecidos con dieta
obesogénica en comparacion con los grupos WT, con reduccion de los niveles
plasmaticos de triglicéridos y colesterol, acompanado de un descenso de las
transaminasas hepaticas, creatina fosfoquinasa, acido urico y creatinina. Siendo todos
ellos marcadores de envejecimiento celular, lo cual relaciona nuestros resultados con la
prevencion de procesos inflamatorios y desordenes metabolicos en los grupos con

inhibicién de NLRP3.

Valores aumentados de TNF- a son reflejo de inflamacién sistémica, parte principal
durante los procesos patologicos asociados a la obesidad y envejecimiento [121, 198].
Los diferentes valores de TNF- o obtenidos entre los diferentes grupos muestran como
NLRP3 puede ser un objetivo para prevenir el fenotipo inflamatorio de bajo grado que
caracteriza estos procesos patoldgicos. En el grupo donde se produjo su inhibicion se
obtuvieron los valores mas bajos de TNF- a. La dermatitis ulcerosa es un desorden

inflamatorio severo de la piel sin etiologia conocida pero relacionado con el
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envejecimiento en dietas altas en grasas [168]. Fueron observadas lesiones ulcerosas en
los grupos WT alimentados con dieta obesogénica, no asi en el grupo NLRP3 -/-,
confirmandose el control inflamatorio y efecto protector de esta patologia sobre el

grupo con la inhibicion.

Los resultados obtenidos muestran que la inhibicion de NLRP3, ademdas de conllevar
niveles séricos reducidos de IGF-1 ya analizados, también promueven otros cambios en
las vias de deteccion de nutrientes relacionadas con el envejecimiento a nivel cardiaco,
como son la disminucion de la expresion de mTOR y un aumento en la expresion de
SIRT-1. Ademés de ello, observamos una autofagia mejorada con menor apoptosis,
participando todas estas vias metabodlicas en la regulacion de la longevidad [71]. La
homeostasis cardiaca y hepatica es parcialmente regulada por la quinasa mTOR. La via
mTOR ha sido muy estudiada por estar involucrada en el proceso de envejecimiento, su
atenuacion parcial es beneficiosa para la supervivencia celular y longevidad mediante
una activacion de la autofagia, manteniendo la homeostasis celular a través de
degradacion proteica y eliminacion de los organulos intracelulares dafiados. Inhibicion
genética y farmacologica de mTOR ya se ha visto que extiende la vida 1til en un gran
numero de organismos [136] provocando una induccion de la autofagia. Sin embargo, la
activacion de la via mTOR se relaciona con la hipertrofia cardiaca y complicaciones a
este nivel [207]. Los ratones NLRP3 -/- presentaban inhibicion parcial de mTOR con
efecto cardioprotector durante el envejecimiento, la fosforilacion de mTOR estaba

disminuida en el corazon de estos grupos.

En los mamiferos, se han identificado 7 genes de sirtuina (Sirt 1-7). SIRT1 parece
regular procesos como la produccion de glucosa e insulina, metabolismo de las grasas y
la supervivencia celular, un aumento de Sirtl se relaciona a un aumento de autofagia
[86] y tiene un papel cardioprotector y de mejora del metabolismo durante el
envejecimiento, relacionado a la inhibicion de mTOR [90]. Los valores de expresion
proteica SIRT 1, con efecto antioxidante y antiinflamatorio, se vieron elevados en

ratones NLRP3 -/- envejecidos con dieta obesogénica respecto a WT.

La autofagia es un mecanismo fundamental para preservar la homeostasis
celular, viéndose su implicacion en el mantenimiento de la estructura y funcion cardiaca
en situaciones fisioldégicas normales y patologicas [116, 138, 164]. La disfuncion

autofagica ha sido ampliamente relacionada con el envejecimiento y la obesidad, a
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través de un bloqueo del flujo autofagico con acumulacién de autofagosomas con
sustratos no degradados [153]. Estudios previos han analizado cémo ratones con
inhibiciéon de NLRP3, presentan autofagia conservada durante el envejecimiento,
incluso con una dieta alta en grasas a corto plazo [204], consiguiendo una autofagia

mantenida durante todo el periodo vital.

Nuestros resultados muestran una mejora autofagica en ratones NLRP3 -/- envejecidos
con dieta obesogénica mediante el analisis del ratio LC3 II/LC3I en estudio conjunto
con los valores reducidos de p62/SQSTM1. Una sobreexpresion de LC3 Il puede ser
debida a un aumento de la autofagia o a un deterioro del flujo autofagico, por ello estos
cambios deben interpretarse junto con el estudio de los niveles de p62 /SQSTMI1 cuyo
déficit se relaciona con menor esperanza de vida y fenotipo envejecido prematuro por
menor flujo autofagico [131]. La inhibicion de NLRP3 induce mayor autofagia cardiaca
durante el proceso de envejecimiento, previniendo también los efectos nocivos de una
dieta hipercalorica sobre el corazon. Esta mejoria en la autofagia, demostrada mediante

el analisis del tejido cardiaco, se mantiene durante todo el proceso vital.

El envejecimiento y la dieta alta en grasas se asocian a la apoptosis de
cardiomiocitos, asi como al estrés oxidativo y disregulacion de procesos inflamatorios
[153, 164], es por ello que analizamos biomarcadores apoptoticos en el tejido cardiaco.
El envejecimiento reflejé un aumento de expresion de la proteina pro-apoptotica BAX
respecto a ratones jovenes en ambos grupos, con reduccion en las dietas obesogénicas,
encontrandose los valores mas elevados en los grupos WT. Esto fue acompafiado de
aumento moderado de la proteina Bcl-2 antiapoptética durante el envejecimiento,
siendo mayor en NLRP3 -/-. Analizando el ratio BAX/Bcl-2 podemos determinar que el
grupo NLRP3 -/- presenta menor apoptosis debido a un aumento de la presencia de Bcl-

2, que estimula la actividad antiapoptotica en el corazon, respecto al grupo WT.

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en los
paises desarrollados, teniendo un papel fundamental la inflamacidn crénica en el avance
de esta patologia. El dafio y envejecimiento cardiaco se caracteriza por hipertrofia,
sobre todo del ventriculo izquierdo, aumento de peso, engrosamiento de la pared y
fibrosis del tejido cardiaco, mitocondrias disfuncionales y disminucién de la autofagia y
el flujo autofagico [207]. Asi mismo, la obesidad, como patologia inflamatoria en si,

produce un envejecimiento cardiaco prematuro [20]. En base a ello, se entiende que la
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estimulacion autofagica mejoraria la funcion cardiaca al eliminar los desechos celulares
acumulados. En nuestros resultados observamos que la delecion de NLRP3 -/- reduce
los niveles de p62/SQSTMI1, conllevando un aumento del flujo autofagico en los tejidos
cardiacos de estos ratones envejecidos obesos, apreciandose menor fibrosis y menor
hipertrofia cardiaca con pesos normalizados menores en los grupos adultos con dieta
obesogénica y menor area de los cardiomiocitos vistos en los grupos NLRP3 -/-. Esta
mejoria conseguida por aumento de la autofagia, previene el riesgo de muerte asociado
a estas patologias en paises desarrollados con dietas occidentales, asociandose a menor
riesgo cardiovascular y mejoria de la funcion cardiaca. La inhibicién de NLRP3, por
tanto, seria fundamental para mejorar la longevidad y calidad de vida, extendiendo la

vida util y la duracion de la salud en la tltima etapa de la vida.

Como parte de un envejecimiento fisioldogico también se observan cambios
morfologicos en el higado. La esteatosis hepatica y aparicion de tejido fibrotico, asi
como niveles de colesterol y triglicéridos, transaminasas hepaticas, creatinina y acido
urico aumentados se relacionan con marcadores de envejecimiento hepatico. En los
grupos NLRP3 -/- se vieron reducidos estos valores, con una coloracion hepatica
normal, en contraste con la palidez observada en WT. En el analisis histologico se

aprecia mayor esteatosis y acumulacion de lipidos en grupos WT.

Intervenciones antiedad han sido ya demostradas, como la rapamicina para
actuar en la ruta mTOR [98], metformina en la activacion de AMPK [140], restriccion
caldrica a través de diferentes vias [102, 104] o el resveratrol a través de la activacion
de Sirtl [124] actuando sobre vias metabolicas del envejecimiento con mecanismos
comunes que consiguen mejorar la autofagia y reducir la inflamacion con menor

activacion del inflamasoma NLRP3.

Nuestros resultados indican que la inhibicion de NLRP3 puede tener un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis cardiaca, su delecion mejora la
funcion cardiaca y atenua los efectos perjudiciales de un exceso de energia con dietas
ricas en grasas, previniendo un envejecimiento metabolico y cardiaco, aumentando la
vida util en ratones machos obesos y mejorando la funcion cardiaca con mejor estado de
salud en etapas avanzadas. Hay mejoria en las vias metabolicas relacionadas con dietas
hipercaléricas como son la tolerancia a la glucosa, metabolismo de lipidos, ratio

leptina/adiponectina y modulacion de la senalizacion de IGF-1 y la via mTOR,
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consiguiendo ademds mejoria del flujo autofagico. NLRP3 parece tener un rol principal
en la modulacion de todas estas vias metabdlicas por lo que se presenta como un
objetivo fundamental de tratamiento para la prevencion de las consecuencias
metabolicas de una dieta y estilo de vida no saludable durante el envejecimiento, cada
vez mas comun en los paises industrializados y desarrollados. Cambios dietéticos y en
el estilo de vida son las principales intervenciones necesarias para prevenir la obesidad
y patologias cardiacas asociadas. Pero ante dafios irreversibles del tejido cardiaco, con
inflamacién crénica, la inhibicion del inflamasoma es una via terapéutica a desarrollar
para conseguir una adaptacion autofagica que disminuya el dafo y los cambios

metabolicos, retrasando la aparicion de enfermedades cardiovasculares.

Una vez conocidos los efectos beneficiosos del bloqueo de NLRP3 en la
longevidad y funcién cardiaca, mayor nimero de estudios acerca de sus formas de
inhibicidn se hacen necesarios para conseguir el efecto deseado cuando no es posible, o
no es deseada por posibles problemas biologicos, la delecion genética, sin verse alterada
la respuesta inmune. La inhibicion farmacoldgica de NLRP3 con la molécula MCC950
[203, 204] se muestra como una herramienta interesante para su inhibicidon selectiva
pero mas estudios son necesarios al respecto para conseguir actuar sobre estos procesos

inflamatorios inhibiendo el complejo NLRP3 inflamasoma con fines terapéuticos.
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VII. CONCLUSIONES

Primera. La inhibicion de NLRP3 atenta el dafio cardiaco durante el envejecimiento
inducido por una dieta hipercaldrica debido a su papel principal en los procesos
inflamatorios y participacion en las vias metabodlicas, previniendo la aparicion de
obesidad, con proteccion frente al estrés oxidativo, la inflamacion cardiaca y patologias

cardiovasculares.

Segunda. La nutricion tiene un papel fundamental en el estado de salud. Una dieta
hipercalérica induce dafio, actuando como elemento principal en el desarrollo de

patologias inflamatorias y en el proceso de envejecimiento.

Tercera. La delecion del complejo inflamasoma NLRP3 induce adaptacion autofégica,
consiguiendo reduccion de la inflamacion y controlando la apoptosis, con beneficios

metabolicos consecuentes.

Cuarta. La inhibicion de NLRP3 se plantea como posibilidad terapéutica ante

enfermedades cardiacas y metabolicas.
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