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RESUMEN

Las aves pueden vivir dos veces mas tiempo y poseen tasas metabdlicas especificas 2.3 veces
mayores que las de los mamiferos de similar tamafio corporal. La temperatura del cuerpo
esta 32C por encima de la que presentan los mamiferos y los niveles de glucosa en sangre
son 2 a 4 veces mas altos.

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga como el 4cido araquiddnico (C20:4n6) y el
acido docosahexenoico (C22:6n3) juegan un papel importante en una variedad de funciones
bioldgicas. Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), son biomoléculas muy susceptibles de
ser atacadas por radicales libres, proceso que se denomina peroxidacién lipidica. Los
radicales libres son generados en las células a través de varios tipos de reacciones
bioquimicas y aunque pueden ser potencialmente perjudiciales debido a su alta reactividad
guimica, son especies intermediarias necesarias para la normal actividad metabdlica de la
célula viviente.

La concentracion intracelular de los radicales libres es controlada fisiolégicamente por
radicales secuestradores, por restricciones espaciales y limitaciones en su difusidon
intracelular. Sin embargo, en ciertos estados de enfermedad & bajo la accidn de
xenobidticos, radiacidon 6 durante los procesos de envejecimiento, la produccién de dichas
especies aumenta y esto conduce a la alteracidn de las funciones celulares.

La peroxidacion lipidica es una secuencia de reacciones caracterizada por 3 pasos diferentes
conocidos como iniciacidon, propagacidon y terminacion. Como modelo para estudiar los
lipidos, nosotros utilizamos ensayos de peroxidacién no enzimatica cuantificada mediante
guimioluminiscencia. Algunos productos de la peroxidacion lipidica son emisores de luz, y la
medida de esta se puede utilizar como un marcador interno del estrés oxidativo de lipidos
que, es generalmente considerado como uno de los principales mecanismos de lesidn de las
células en los organismos aerdbicos.

Las mitocondrias y microsomas obtenidas de mamiferos y aves son susceptibles a la
peroxidacién lipidica. La composicion de los acidos grasos de las membranas varia en las
diferentes especies y tejidos de una misma especie lo que determina la mayor 6 menor
vulnerabilidad a la peroxidacién lipidica.

Datos previos realizados en mamiferos muestran que la composicidon de acidos grasos y el
indice de peroxidacién varian en relacion con la masa corporal. Si bien existen algunos
trabajos que tratan de establecer dicha relacién en las aves, los resultados no son
concluyentes. Teniendo en cuenta estas consideraciones, los objetivos de este trabajo de
tesis fueron estudiar la composicion de dcidos grasos y peroxidacién lipidica de mitocondrias
y microsomas aislados de higado, corazén y cerebro de aves de diferentes especies: relacion
con el tamano corporal y maximo de vida.

A continuacion se detallan en forma abreviada los resultados obtenidos:
a. Composicion de dcidos grasos de las mitocondrias y microsomas

- Los acidos grasos saturados que presentaron mayor porcentaje fueron el C16:0y el C18:0.



- El 4cido graso monoetilénico predominante fue el C18:1n9.

- Las acidos grasos poliinsaturados mayoritarios fueron el C18:2n6 y el C20:4n6.

- Las mitocondrias y microsomas de cerebro de las especies de aves examinadas,
presentaron altos niveles de acido C22:6n3, siendo la concentracidon de este acido graso
mayor que la observada en otros tejidos, lo que estaria en relacion a la funcién del érgano.

- En las aves analizadas predominan los PUFAs n6 que son generalmente mas resistentes a la
peroxidacién que los PUFAs n3.

- El porcentaje total de &cidos grasos no saturados fue similar en todos los érganos
examinados, pero la contribucién de cada acido graso fue diferente.

- La composiciéon de acidos grasos de la dieta no es la responsable del bajo grado de no
saturacion de los acidos grasos observados en los érganos de las aves.

- El bajo grado de no saturacién es uno de los atributos que presentan los mamiferos vy las
aves longevas. Esto puede ser debido a un menor contenido de acidos grasos altamente no
saturados como el C22:6n3 y una mayor presencia de acidos grasos menos no saturados
como C18:2n6, sin que existan cambios en el total de acidos grasos poliinsaturados. Esta
redistribucion de los acidos grasos conduce a disminuir los niveles de peroxidacidn lipidica.

b. Relacion entre masa corporal y composicion de dcidos grasos

- Las mitocondrias y microsomas de corazén y cerebro de las aves de mayor tamafio,
mostraron un menor contenido de C18:0 en comparacién con las aves mds pequenas.

- Las mitocondrias de corazén de las especies de aves mas grandes presentaron un mayor
contenido de C16:1n7.

- Los 4cidos grasos monoetilénicos de todos los érganos estudiados sufrieron variaciones con
respecto a la masa corporal, pero mientras que en algunos drganos aumentd su
concentracion en otros disminuyd.

- Las mitocondrias de higado y cerebro y los microsomas de los tres érganos estudiados
mostraron una correlacion positiva entre el contenido de C18:2n6, los acidos grasos
poliinsaturados y la masa corporal. La misma tendencia pero sin alcanzar significacion
estadistica fue observada en las mitocondrias de corazon.

c. Relacion entre masa corporal, composicion de dcidos grasos, peroxidacion lipidica y
maximo de vida (MLSP).

- El andlisis del MLSP y los acidos grasos mostrd que las aves mas longevas poseen un perfil
de acidos grasos similar al de las aves de mayor tamafio.

- El contenido de acidos grasos monoetilénicos de las mitocondrias de cerebro fue
significativamente menor en las aves mas longevas. Los microsomas de las aves con mayor
MLSP presentaron una disminucion significativa del C18:0 y un aumento del C18:2n6, de los
acidos grasos poliinsaturados y del total de acidos grasos no saturados.

- La MLSP vy la sensibilidad a la peroxidacidn lipidica de las mitocondrias y microsomas de
higado y cerebro no se correlaciona con el tamafo corporal.

- Es importante sefialar que las mitocondrias y microsomas de higado y corazdon de codorniz
(ave pequena y de corta vida) presentaron acidos grasos con bajo grado de insaturacion,
similar a lo observado en las aves longevas. Este hecho podria conferirles a estos érganos



una mayor resistencia a la peroxidacién lipidica y esto confirmaria, que la composicidon de
acidos grasos de las aves es una caracteristica propia de las mismas.

- Algo también importante de subrayar es que, independientemente del tamafio corporal y
del MLSP, los corazones de las aves examinadas mostraron una alta resistencia a la
peroxidacién lipidica. Este comportamiento podria contribuir a la preservacidn de la funcidn
cardiaca.

Los resultados indican que en las aves examinadas predominan los acidos grasos con bajo
grado de no saturacién y una alta resistencia a la peroxidacién lipidica. Ambas caracteristicas
posiblemente contribuyan para explicar la excepcional longevidad de las aves.



SUMMARY

Birds can live two times longer and have specific metabolic rates 2.3 times those of the
mammals of similar body size. Body temperature is 3°C above the presenting mammals and
blood glucose levels are 2 to 4 times higher.

Polyunsaturated fatty acids such as arachidonic acid (C20: 4n 6) and docosahexaenoic acid
(C22:6n 3) play an important role in a variety of biological functions. Polyunsaturated fatty
acids are molecules very susceptible to attack by free radicals, a process called lipid
peroxidation. Free radicals are generated in cells by various types of biochemical reactions
and although they can be potentially harmful because of their high chemical reactivity, are
intermediate species necessary for normal metabolic activity of living cells. The intracellular
concentration of free radicals is controlled physiologically by radical scavenger, spatial
restrictions and limitations in their intracellular diffusion. However, in certain disease states,
or under the action of xenobiotics, radiation or during the aging process, the production of
these species increases and this leads to alteration of cell functions.

The lipid peroxidation reaction sequence is characterized by three distinct steps called
initiation, propagation and termination. As a model for studying lipid peroxidation we used
nonenzymatic assays quantified by chemiluminescence. Some products of lipid peroxidation
are light emitters, and this measurement can be used as an internal marker of lipid oxidative
stress, which is generally regarded as one of the major mechanisms of injury of the cells in
aerobic organisms.

Mitochondria and microsomes obtained from mammals and birds are susceptible to lipid
peroxidation. The fatty acid composition of the membranes varies in different species and
tissues of the same species which determines the greater or lesser susceptibility to lipid
peroxidation.

Previous data performed in mammals show that the fatty acid composition and the rate of
peroxidation vary with body mass ratio. Although there are some works that try to establish
this relationship in birds, the results are inconclusive. Given these considerations, the
objectives of this thesis were to study the fatty acid composition and lipid peroxidation of
mitochondria and microsomes isolated from liver, heart and brain of birds of different
species: relation to body size and maximum life span.

Summary of results:
a. Fatty acid composition of mitochondria and microsomas

- The C16:0 and C18:0 saturated fatty acids were the most abundant.

- The C18:1n9 monoethylene fatty acid was the predominant.

- The major polyunsaturated fatty acids were C18:2n6 and C20:4n6.

- The brain mitochondria and microsomes of the bird species examined showed high levels
of C22:6n3. The concentration of this fatty acid was greater than that observed in other
tissues, which would be related to the function of the organ.



- In the birds analyzed predominates the n6 PUFAs are generally more resistant to
peroxidation than n3 PUFAs.

- The total percentage of unsaturated fatty acids was similar in all organs examined, but the
contribution of each fatty acid was different.

- The fatty acid composition of the diet is not responsible for the low degree of unsaturation
of fatty acids observed in the organs of the birds.

- The low degree of unsaturation is one of the attribute that have the long-lived mammals
and birds. This may be due to a lower content of highly unsaturated fatty acids as C22:6n3
and an increased presence of less unsaturated fatty acids as C18:2n6, without any changes in
total polyunsaturated fatty acids. This redistribution of the fatty acids leads to low levels of
lipid peroxidation.

b. Relationship between body mass and fatty acid composition

- Heart and brain mitochondria and microsomes of larger birds showed a lower content of
C18:0 compared to the smaller birds.

- The heart mitochondria of larger bird species had a higher content of C16:1n7 than smaller.
- Monoethylenic fatty acids of all organs studied show variations with respect to body mass,
but while in some organs their concentrations increased in other decreased.

- The brain and liver mitochondria and microsomes of the three organs studied showed a
positive correlation between the content of C18:2n6, polyunsaturated fatty acids and body
mass. The same trend was observed in heart mitochondria, although it did not reach
statistical significance.

c. Relationship between body weight, fatty acid composition, lipid peroxidation and
maximum life span (MLSP)

- Analysis of MLSP and fatty acids showed that the long-lived birds have a fatty acid profile
similar to larger size birds.

- The monoethylenic fatty acid content of brain mitochondria was significantly lower in birds
that live longer. Bird’s microsomes with higher MLSP had significantly decreased the C18:0
and an increase of C18:2n6, polyunsaturated fatty acids and total unsaturated fatty acids.

- The MLSP and sensitivity to lipid peroxidation of mitochondria and microsomes of liver and
brain were not correlated with body size.

- It is important to note that mitochondria and microsomes of liver and heart quail (bird
small and short-lived) had fatty acids with low degree of unsaturation, similar to that
observed in long-lived birds. This could confer to these organs greater resistance to lipid
peroxidation.

- Something important to emphasize is that, regardless of body size and the MLSP, the hearts
of the birds examined showed a high resistance to lipid peroxidation. This behavior could
contribute to the preservation of cardiac function.

The results indicate that in birds examined predominate fatty acids with low degree of
unsaturation and a high resistance to lipid peroxidation. Both features may help to explain
the exceptional longevity of birds.
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1.1 CONSIDERACIONES GENERALES

Las aves son un grupo diverso con aproximadamente 9600 especies distribuidas en
29 érdenes que, en general, son notables por su longevidad (Gill, 2007).

El tamafio del cuerpo de las aves varia aproximadamente 40.000 veces desde la mas
pequeiia a la mas grande. El rango de variacion en las tasas metabdlicas, tiempo de vida y
modelos de envejecimiento son igualmente asombrosos (Holmes y col., 1995a, b; Holmes y
col., 2001). Las aves pueden vivir dos veces mas tiempo que los mamiferos de igual masa
corporal. Documentaciones sobre maximos de vida muestran que un ratén de laboratorio
que pesa 20 g raramente vive mds de cuatro afios, mientras que pequeias aves cantoras a
menudo exceden los 10 afios. Los ejemplos mas paraddjicos de longevidad en aves son los
picaflores. Ellos constituyen las aves mas pequefas, con las mayores tasas metabdlicas.
Individuos de algunas especies han sobrevivido mas de 14 afios en su habitat natural (Calder,
1985). Las aves poseen tasas metabdlicas especificas 2.3 veces mayores que las de los
mamiferos de similar tamafio corporal (Speakman, 2005; Ricklefs, 2008), la temperatura del
cuerpo estd 3 2C por encima de la que presentan los mamiferos y los niveles de glucosa en

sangre son 2 a 4 veces mas altos (Holmes y Ottinger, 2003).

1.1.2. ORIGEN Y FUNCION DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS EN LA NATURALEZA

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) constituyen una amplia familia de
biomoléculas lipidicas cuya estructura basica consta de una cadena hidrocarbonada lineal
(-CH,-CH,-CH,-) que contiene uno o mas dobles enlaces (también denominados
insaturaciones) y esta delimitada por un extremo metilo (-CHs) y otro carboxilo (-COOH). Si la
molécula contiene un solo doble enlace, el acido graso se denomina monoetilénico (MUFA),
en cambio si contienen dos o mas dobles enlaces, se denominan poliinsaturados (PUFAs).
Teniendo en cuenta la posicidon del doble enlace mas cercano al extremo metilo de la cadena
hidrocarbonada, se determina tanto la serie, como las propiedades fisicas y fisiologicas de
los distintos MUFAs y PUFAs. Se conocen 4 familias independientes de dacidos grasos
poliinsaturados:

Serie n3, derivados del acido a-linolénico (18:3n3)
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Serie n6, derivados del acido linoleico (18:2n6)
Serie n7, derivados del acido palmitoleico (16:1n7)

Serie n9, derivados del dcido oleico (18:1n9)

Los PUFAs y sus metabolitos tienen una variedad de funciones fisioldgicas que
incluyen la provision de energia, estructura de la membrana, sefalizacion celular vy
regulacién de la expresion génica.

Los animales son absolutamente dependientes de las plantas porque éstas les
proporcionan los dos principales precursores de los acidos grasos n-6 y n-3 (acido linoleico y
linolénico). Estos precursores se convierten en acidos grasos que contienen desde tres hasta
seis dobles enlaces (Poulos, 1995). En los animales, algunas de las necesidades diarias de
PUFAs de cadena larga se obtienen de la dieta. Sin embargo, la mayoria de los PUFAs de
cadena larga que se encuentran en los tejidos animales derivan de elongaciones vy
desaturaciones a partir de la conversién de los dcidos grasos esenciales.

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga como el acido araquiddnico
(C20:4n-6) y el acido docosahexenoico (C22:6n-3) juegan un papel importante en una
variedad de funciones bioldgicas (Spector, 1999). Los 4acidos grasos poliinsaturados son
componentes esenciales en eucariotas superiores confiriendo fluidez, flexibilidad vy
permeabilidad selectiva a las membranas celulares. Los PUFAs afectan a muchos procesos

fisioldgicos de las plantas y de los animales (Catald, 2006, 2009, 2010, 2011).

1.1.3. RADICALES LIBRES

1.1.3.1. Concepto de radical libre

Radical libre es aquella especie quimica que contiene uno o mads electrones
desapareados en su capa de valencia. La presencia de electrones desapareados hace que los
radicales libres sean muy reactivos. Debido a su gran reactividad, se caracterizan por tener
una vida media del orden de milisegundos, aunque varia segun el tipo de radical libre (Simic

y cols., 1988)



Capitulo | Introduccién

En la naturaleza los radicales libres son compuestos generalmente oxigenados y se
denominan especies reactivas de oxigeno (ROS).

Las reacciones por ROS son abundantes en los sistemas vivos. Una explicacion
razonable sobre la presencia de esta clase de reacciones quimicas surge de los estudios
sobre el origen y evolucién de la vida (Harman, 2001).

Parece ser que la vida se origind espontdneamente hace 3.500 millones de afos a
partir de los aminodcidos, nucledtidos y otras sustancias quimicas basicas. Estas moléculas
fueron el producto de componentes simples reducidos de la atmédsfera primitiva, sometidos
a reacciones por radicales libres, iniciadas esencialmente por la intensa radiacién ionizante
del sol.

Debido a que los organismos se desarrollan en presencia de oxigeno, estan expuestos
a la generacién de ROS. Estos son responsables del dafio oxidativo de macromoléculas
bioldgicas como el ADN, lipidos, carbohidratos y proteinas (Sies y col., 1983; Halliwell y col.,
1989; Halliwell y col., 1996). Asi pues, participan en mecanismos fisiopatolégicos de muchas
enfermedades, como algunos tipos de cancer, diabetes, patologias cardiovasculares,
procesos reumaticos (Wolf y col.,, 1986), patologias gastrointestinales o procesos
neurodegenerativos.

También estdn implicados en procesos fisioldgicos como el envejecimiento, el dafio
causado por el ejercicio fisico agotador (Davies y col., 1982; Sastre y col., 1992) y otros.

Asimismo, existen también radicales libres nitrogenados o especies reactivas de

nitrégeno (RNS), cuya importancia ha crecido considerablemente en los ultimos tiempos.
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Tabla 1.1.3.1. Importantes especies reactivas de oxigeno y aldehidos de lipidos

Especies reactivas de oxigeno y aldehidos

Radicales No radicales
Hidroxilo (HO") Perdxido de hidrégeno H,0,
Superdxido (0,°) Oxigeno singlete ‘o,

Peroxilo Lipidico  (LOO®) Hidroperdxido lipidico LOOH
Alcoxilo (RO') 4-hidroxi-2-hexenal HHE
Peroxilo (ROO") 4-hidroxi-2-nonenal HNE

ROS es un término colectivo que incluye a los radicales asi como los no radicales
derivados del oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 1999; Tabla 1.1.3.1).

La oxidacion mitocondrial es esencial para obtener energia que asegure las funciones
vitales de la célula. El ciclo de los acidos tricarboxilicos es el responsable de la mayor parte
de la oxidacién de los glucidos de la dieta. Posteriormente, en el proceso de transporte de
electrones la mayor parte de los mismos se utilizan para reducir el oxigeno hasta H,0
produciendo adenosin trifosfato (ATP), molécula fundamental, que es la fuente energética
celular. Sin embargo, un pequefio nimero de electrones se une al oxigeno prematuramente
formando el anién superdxido (O,--). Esta es la via de produccién mayoritaria de ROS.

La reduccién del oxigeno genera tres tipos principales de ROS: los radicales
superodxido e hidroxilo, y el no radical peréxido de hidrogeno. Como hemos dicho el anién
superéxido es el primer ROS producido. Se forma fundamentalmente en la oxidacidn
mitocondrial pero también en otros procesos enzimaticos (como en las reacciones
catalizadas por oxidasas/deshidrogenasas, flavoproteinas y metaloproteinas), por lo que es
el ROS mas abundante. Carece de reactividad suficiente para atacar directamente a las
macromoléculas ya que posee una vida media del orden de milisegundos. Sin embargo,
puede iniciar la cadena de formacidon de ROS directamente o, de forma mas frecuente a
través de procesos catalizados por enzimas o metales. El radical hidroxilo es
extremadamente reactivo, reacciona con todas las moléculas que encuentra a su alcance.

Tiene una vida muy corta in vivo (del orden de 10 segundos), lo que limita su capacidad de
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difusion tisular. Puede ser generado por la combinacién del radical superéxido y H,0,

mediante la secuencia conocida como reaccion de Haber-Weiss, descripta en 1932:

0,:+ H,0, — 0, + OH'+ OH"

Sin embargo, el perdxido de hidrégeno y el superéxido no pueden reaccionar
directamente in vivo, por lo que la activacién ocurre segln se describe en una reaccién en la
que los metales de transicion (fundamentalmente hierro y en menor medida el cobre)

actlan como catalizadores. Es la llamada reaccion de Fenton:

Fe*2+H,0, — Fe**+OH+OH"

El estado redox de la célula estda muy relacionado con el hierro. A pH fisioldgico el
porcentaje mads alto de hierro esta oxidado y unido a sus quelantes biolégicos en forma de
Fe*3. Para participar en la reaccion de Fenton el hierro tiene, por lo tanto, que ser convertido
a Fe*2. Sin embargo, in vivo y bajo condiciones de estrés celular, un exceso de anién
superoéxido libera hierro de sus moléculas quelantes, desencadenando la reaccién de Fenton
(Fenton, 1894)

Asi, H,0,, aunque no es un radical en si, puede comportarse como un caballo de
Troya y difundir a distancia de los sitios de su produccion para generar hidroxilo y otros

radicales reactivos en otros puntos celulares, propagando de este modo el dafio oxidativo.

1.1.3.2. Origen de los radicales libres

Los radicales libres pueden ser de origen endégeno o exdgeno (Freeman y Crapo,

1982; Frei, 1994).

Fuentes exdgenas generadoras de radicales libres

Las fuentes exdgenas mads importantes en la generaciéon de especies activadas de

oxigeno son las siguientes:
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Muchos agentes antineoplasicos (Deno y col., 1982), tales como la adriamicina,
bleomicina, daunorrubicina y algunos antibiéticos (Doroshow y col., 1982).

La exposicion de los organismos a las radiaciones electromagnéticas (rayos Xy y) o a
radiaciones de particulas (electrones, protones, neutrones, deuterones y particulas a
y B) (Bielsky y col., 1977).

Factores ambientales, como contaminantes aéreos fotoquimicos, hiperoxia,
pesticidas, humo del tabaco, solvente, anestésicos e hidrocarburos aromaticos.

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

desintoxicacion (Mason, 1982).

Fuentes enddgenas generadoras de radicales libres

La cadena de transporte de electrones mitocondrial

La cadena de transporte de electrones mitocondrial es una de las principales fuentes
generadoras de radicales libres en el interior de la célula.

El sistema hipoxantina/xantina oxidasa

La xantina deshidrogenasa es una metaloflavoenzima compleja que participa en el
metabolismo de las purinas, oxidando la hipoxantina a xantina y esta a acido urico.
Sistemas de transporte de electrones del reticulo endoplasmico

Estos sistemas de membrana contienen los citocromos P450 y bs, que pueden oxidar
acidos grasos insaturados y xenobidticos.

Fagocitos activados

Los fagocitos activados (neutrdfilos, monocitos, macrofagos, eosindfilos) poseen
diversas enzimas que les permiten generar ¢0O,” y H,O, como mecanismo para
combatir a los microorganismos (Babior, 1978).

Microsomas

Término ideado por el bioquimico francés A. Claude para designar uno de los
productos de la ultracentrifugacion de higado homogeneizado. En la actualidad los
microsomas tienen un sentido mucho mas amplio, que no corresponde a una
estructura celular definida, y estan formados por membranas de reticulo
endoplasmatico liso y rugoso. Estos microsomas tienen funcidén oxidasa que depende

del citocromo P450. (Brown y Borutaite, 2012)


http://es.wikipedia.org/wiki/Bioqu%C3%ADmico
http://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADgado
http://es.wikipedia.org/wiki/Citocromo_P450
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- Diversas enzimas
Las principales enzimas que contribuyen a la generacion enddgena de especies
reactivas de oxigeno son:

e Enzimas citosodlicas solubles como la aldehido oxidasa y la éxido nitrico
sintasa.

e Enzimas unidas a la membrana plasmatica, como la lipooxigenasa y la
ciclooxigenasa. Participan en el metabolismo del dacido araquiddnico,
generando radicales libres durante su ciclo de catalisis (Freeman y Crapo,
1982; Frei, 1994).

- Oxidacion de moléculas por el oxigeno
Muchas moléculas del cuerpo reaccionan directamente con el oxigeno, siendo el
superoxido el principal radical formado (Halliwell, 1994). Algunas de estas moléculas son la

dopamina, la adrenalina (Fridovich, 1986).

A menudo se supone que las mitocondrias son la principal fuente de ROS en células
de mamiferos, pero no hay ninguna evidencia experimental convincente para ello en la
literatura. En efecto, el reticulo endoplasmico y los peroxisomas tienen una mayor capacidad
de producir ROS que las mitocondrias, al menos en el higado. Las mitocondrias pueden
degradar rdpidamente ROS y por lo tanto son potenciales receptores de ROS (Brown vy
Borutaite, 2012).

Los microsomas representan fracciones del reticulo endopldsmico. Estas organelas
celulares contienen el sistema que interviene en la desaturacion de acidos grasos (Enoch y
col., 1976) y ademas el sistema P450, que esta presente en todas las especies aerdbicas y
realiza procesos oxidativos vitales; a saber: detoxificacién de compuestos extrafios vy
biosintesis de hormonas y otras moléculas esenciales (Coon, 2003). Durante los procesos
oxidativos mediados por P450, la reduccidn de oxigeno conduce a la hidroxilacion de
sustrato y también produce la liberacién de ion superdxido y peréxido de hidrégeno. Cuando
el sistema esta desacoplado, la reduccién de equivalentes de oxigeno consumido se desvia
de la ruta normal de hidroxilacién de sustrato, lo que resulta en la formacién de uno o mas
de los productos secundarios de reduccién de oxigeno (H,0, 0,). Los resultados

presentados por Svingen y col. (1979), demostraron un mecanismo de peroxidacién de
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lipidos NADPH-dependiente en microsomas y su secuencia de reacciones en la etapa de
propagacion que ha sido fundamental para establecer los mecanismos involucrados en la

peroxidacion lipidica (enzimatica y no enzimatica).

1.1.4. ESTRES OXIDATIVO

1.1.4.1. Concepto de estrés oxidativo

A pesar del papel fisioldgico que desempefian los ROS, estos también son capaces de
producir reacciones de oxidacion indeseadas, contra las cuales los organismos han tenido
gue desarrollar defensas antioxidantes (Halliwell, 1996).

La formacidon de ROS es un proceso normal e inevitable (Slater, 1984), ya que son
producto de infinidad de reacciones quimicas imprescindibles para la vida celular. Estas
especies no causan dafio oxidativo en condiciones normales debido a que la célula esta
provista de gran cantidad de mecanismos antioxidantes.

Cuando se produce un desequilibrio entre sustancias prooxidantes y antioxidantes a
favor de las primeras (Sies, 1986), el resultado es un dafio oxidativo, que puede afectar a

diversas moléculas, y que puede reflejarse en sus funciones fisiolégicas.

1.1.4.2. Daiio oxidativo a lipidos

Los lipidos, sobre todo los acidos grasos poliinsaturados, son las biomoléculas mas
susceptibles de ser atacadas por radicales libres (Cheeseman vy Slater, 1993). Los radicales
libres que pueden iniciar esta reaccion son el radical hidroxilo (HOe®), el peroxilo (ROQe), el
alcoxilo (ROe) y el alquilico (Re).

El proceso de ataque oxidativo a los lipidos se denomina peroxidacién lipidica. Los
radicales libres son generados en las células a través de varios tipos de reacciones
bioquimicas y aunque pudieran ser potencialmente perjudiciales debido a su alta reactividad
guimica, son especies intermediarias necesarias para la normal actividad metabdlica de la
célula viviente. La concentracidon intracelular de los radicales libres es controlada

fisioldgicamente por radicales secuestradores, por restricciones espaciales y limitaciones en
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su difusién intracelular. Sin embargo, en ciertos estados de enfermedad 6 bajo la accién de
xenobidticos 6 radiacidon 6 durante los procesos de envejecimiento, los radicales libres
generados enddgenamente pueden ser perjudiciales y tener serias consecuencias para las
funciones celulares (Slater, 1984; Comporti, 1985; Halliwell y col., 1986; Ames y col., 1982).

La peroxidacion lipidica es un proceso de reaccion en cadena que involucra la
participacién de diferentes ROS. Numerosas evidencias establecen una relacién entre
peroxidacién lipidica, genotoxicidad y carcinogénesis (Ames B. y col., 1982, 1983; Kensler vy
col., 1984).

La peroxidacién lipidica es una secuencia de reacciones caracterizada por 3 pasos
diferentes conocidos como iniciacién, propagacidn y terminacion. La Fig. 1.4.2 muestra un
diagrama esquematico de la peroxidacion lipidica no enzimatica del 4cido docosahexaenoico
(22:6 n-3), lipido estructural muy importante en el sistema nervioso. (Vaca, C.E. y col., 1988;
Catal3, 2010, 2011).

Comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la cadena alifatica de un
acido graso, se desprende un atomo de hidrégeno, y se forma un radical alquilico (Frei, 1994;
Halliwell, 1994). Esta reaccidén se produce significativamente en los carbonos contiguos a
dobles enlaces de acidos grasos poliinsaturados, ya que los radicales formados se estabilizan
por resonancia con el doble enlace. Este radical centrado en un dtomo de carbono reacciona
con el O,y forma un radical peroxilo, R-COOe. Los radicales peroxilos pueden reaccionar a su
vez con cadenas laterales de otros acidos grasos poliinsaturados adyacentes, se forma un
radical alquilico (R’-CHe) y un perdxido lipidico, propagdndose la reaccion en cadena
radicalaria (Halliwell, 1994). O sea que, el ataque por un solo radical libre da lugar a la
formacidn de un gran numero de especies activas, lo cual desemboca en la oxidacion de una
gran cantidad de productos de reaccién, sobre todo hidrocarburos de cadena corta como
etano y pentano y aldehidos como malondialdehido, 4-hidroxi-2-nonenal y 4-hidroxi-2-
hexenal (Freeman y Crapo, 1982; Halliwell, 1991; Cheeseman y Slater, 1993; Halliwell, 1994;
Catala, 2006, 2009, 2010, 2011). El 4-hidroxi-2-nonenal es un electréfilo, uno de los
principales productos finales del metabolismo de lipidos. Un electréfilo es un reactivo
quimico atraido hacia zonas ricas en electrones, que participa en una reaccién quimica
aceptando un par de electrones, formando un enlace de tipo covalente con un nucledfilo

(especie que reacciona cediendo un par de electrones libres a otra especie). La mayoria de
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los electréfilos celulares son generados a partir de la peroxidacion de acidos grasos
poliinsaturados, reaccidén en cadena que es facilmente provocada por el oxigeno centrado en
los radicales, que se propaga sin mas intervencion que los ROS. Evidencias actuales justifican
que la peroxidacion de los lipidos de membrana y por lo tanto los electréfilos son capaces de
modular la vida (Zimnia, 2011). También, muchos de los aldehidos formados reaccionan
rapidamente con los componentes celulares, causando mutaciones en el ADN, vy
produciendo dafios estructurales y funcionales al reaccionar con proteinas (Frei, 1994).

Esos productos de degradacién también pueden difundir lejos de su lugar de
producciéon y causar edema celular, ademas de influir sobre la permeabilidad vascular,
inflamacién y quimiotaxis. Asimismo, ellos pueden alterar la actividad de fosfolipasas e
inducir la liberacién de acido araquiddnico, con la subsiguiente formacion de prostaglandinas
y endoperdxidos o también en esta fase de terminacién se pueden producir compuestos no

reactivos mediante reacciones con antioxidantes.

11
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INICIACION
CH3-CH,-CH=CH-CH-CH=CH-CH-CH=CH-CH-CH=CH-CH-CH=CH-CH-CH =C (CH.),COOH
l, +HO"* (abstraccién de hidrogeno)
CH3-CH,-CH=CH-CH-CH=CH-CH~CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH»-CH =C (CH,),COOH
. Re radical carbono-centrado

+ H,0
l (arreglo molecular )
+0, (insercién de oxigeno)

CH3CH-CH-CH=CH-CH-CH=CH-CHCH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=C(CH,) ,COOH
| radical peroxilo
0-Oe

PROPAGACION

CH3-CH -CH-CH=CH-CH-CH=CH-CH-CH=CH-CH ,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=C{CH,),COOH
| radical peroxilo
0-0e l
+LH (interaccion con otra molécula
lipidica)

CH3-CH3-CH-CH=CH-CH-CH=CH-CH,-CH=CH-CH-CH=CH-CH,-CH=CH-CH»-CH=C{CH,),COOH
| hydroperoxido de acido graso

O-OH l
+Le
+Fe*
CH;-CH-CH-CH=CH-CH-CH=CH-CH-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=C(CH,),COOH
| radical alcoxilo
Oe
+OH
+Fe**
TERMINACION

CH3-CH;-CH-CH=CH-CH-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH-CH=CH-CH,-CH=C(CH,),COOH
| hydroperoxido de dcido graso
O-OH

l' (descomposicion)
CH3-CH,-CH-CH=CH-CHO + otros productos

|
O-OH
4-hydroxy-2-nonenal (HNE) 1.4.2

Figura 1.4.2 -Representacion esquematica de la peroxidacion del acido docosahexaenoico inducida
por radicales hidroxilo (Vaca, C.E. v col., 1988).

12
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La peroxidacion lipidica de acidos grasos poliinsaturados puede ser enzimatica y no
enzimatica.

La peroxidaciéon no enzimatica, mediante ensayos de quimioluminiscencia, se utilizé
como modelo para estudiar el proceso degradativo de los dcidos grasos poliinsaturados.
Algunos productos de la peroxidacion lipidica son emisores de especies de luz
(quimioluminiscencia, ver Material y Métodos), y su luminosidad se puede utilizar como un
marcador interno del estrés oxidativo de lipidos que, es generalmente considerado como
uno de los principales mecanismos de la lesidn de las células en los organismos aerdbicos.

La peroxidacion lipidica no enzimatica puede ser iniciada por la adicién de ascorbato
en presencia de oxigeno y de iones Fe?* o Fe3*. La medicidon de la peroxidacion lipidica es uno
de los métodos de evaluacion mas utilizados para medir los dafios inducidos por ROS
(Pamplona y col., 1998; Ozgova y col., 2003; Hsieh y Kinsella, 1989; Dmitriev, 2001; Catal3,
2006).

Hay dos resultados generales de la peroxidacion lipidica: dafio estructural de las
membranas y la generacién de productos secundarios. El dafio de la membrana deriva de la
generacion de la fragmentacién de las cadenas de acido graso, formacién de enlaces lipido-
lipido y lipido-proteina. Por lo tanto la peroxidacion lipidica de acidos grasos poliinsaturados
de cadena larga como el C20:4n6 y el C22:6n3 produce isoprostanos y neuroprostanos,
respectivamente, llevando a alteraciones de la funciéon de las membranas, inactivacion
enzimatica, efectos toxicos en la division celular, etc, (Halliwell y Gutteridge, 1990; Bonorden

y Pariza, 1994; Aruoma, 1994).

1.1.5. COMPOSICION DE LA MEMBRANA Y PEROXIDACION LIPIDICA

Los ROS pueden atacar moléculas celulares como proteinas, lipidos, dcidos nucleicos
e hidratos de carbono (Sanz y col., 2006). Los dafios a los lipidos de membrana también son
muy relevantes para la determinacién del maximo de vida. La susceptibilidad de la
membrana lipidica al dafio oxidativo esta relacionada con dos propiedades.

La primera, es que el oxigeno y muchas especies de radicales son varias veces mas
solubles en la bicapa lipidica que en el medio acuoso (Moreau y col.,, 2005). La segunda

propiedad esta relacionada con el hecho de que no todas las cadenas de acidos grasos son
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igualmente sensibles al ataque de los ROS. Es esta segunda propiedad la clave para el vinculo
entre la composicién de la membrana y el dafo oxidativo. Los atomos de carbono que son
mas susceptibles a ataque radical son los carbonos de enlace simple ubicados entre los
carbonos de doble enlace de las cadenas acilo (Halliwell y Gutteridge, 1999). Los atomos de
hidrogeno adyacentes a estos dtomos de carbono se denominan bis-alilicos. El proceso de
ataque y dafio oxidativo que sufren los lipidos no saturados se debe a reacciones en cadena
mediadas por radicales libres, iniciadas por la abstraccion de un atomo de hidrégeno del
metileno bis-alilico del lipido no saturado por un radical libre reactivo y seguido por una
secuencia de reacciones propagadoras. Esto significa que las cadenas saturadas y de acidos
grasos monoinsaturados (SFA y MUFA, respectivamente) son esencialmente resistentes a la
peroxidacién y los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son los mas sensibles. Ademas, los
PUFA con mayor grado de polinosaturaciéon, son los mas propensos al dafio peroxidativo.
Holman (1954) empiricamente determind (por medio del consumo de oxigeno) las
susceptibilidades relativas de las diferentes cadenas acilo (Fig.l.1.5.). EI C22:6n3, es
altamente polinosaturado, posee seis dobles ligaduras, es muy susceptible a ataque
peroxidativo y es ocho veces mas propenso a la peroxidacion que el C18:2n6, que tiene sélo
dos dobles enlaces. El C22:6n3, es 320 veces mas susceptible a la peroxidacion que el acido
oleico (Holman, 1954). El indice de peroxidacién (Pl) de una membrana no es igual que el
indice de no saturacion (Ul) a veces también llamado indice de dobles ligaduras, que es una
medida de la cantidad de dobles ligaduras en la membrana. (Ver Material y Métodos). Por
ejemplo, una membrana constituida Unicamente por acidos grasos monoinsaturados tendra
un indice de no saturacion de 100 y un indice de peroxidacién de 2.5 mientras que una
membrana constituida por un 95 % de acidos grasos saturados y 5 % de C22:6n3, tendra un
indice de no saturacion de 30 y un indice de peroxidaciéon de 40. Esto quiere decir, que,
aunque el 5 % de la membrana que contiene C22:6n3 tiene sélo un 30 % de dobles ligaduras
y es 16 veces mas susceptible a la peroxidacién que aquella que contiene acidos grasos

monoinsaturados.
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Figura 1.1.5. Susceptibilidad relativa de determinados acidos grasos a la peroxidacion. Los valores
fueron determinados empiricamente por consumo de oxigeno y expresados en relacion con la tasa

del acido linoleico 18:2 n6, que se le da un valor de 1 (Holman, 1954).

Los radicales libres reactivos remueven los dtomos de hidrégeno bis alilicos de las
cadenas de los acidos grasos poliinsaturados y el carbono de donde el hidrogeno es extraido
ahora tiene un electron desapareado (es decir, es también un radical libre). Cuando tales
radicales C * son generados en el interior hidrofébico de membranas, este es un destino
probable de combinacién con el oxigeno disuelto en la misma. El radical peroxilo resultante
es altamente reactivo: puede atacar proteinas de la membrana y también puede oxidar
cadenas de acidos grasos poliinsaturados adyacentes. Asi, la reaccion inicial, es una reaccién
en cadena que se propaga. A menos que sea neutralizada por antioxidantes, la peroxidacién
lipidica es una autopropagacién autocatalitica que produce varios potentes ROS. Puede
también generar hidroperdxidos de lipidos (Halliwell y Gutteridge, 1999), que son mas
hidrofilicos que las cadenas de acidos grasos no peroxidables y estos asi pueden alterar la
estructura de la membrana, modificando la fluidez y otras propiedades funcionales de las

membranas.
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Los hidroperdxidos y endoperdxidos generados por la peroxidacion de los lipidos,
pueden fragmentarse para producir una amplia gama de moléculas, tales como alcanos,
alquenos, hidroxialquenos, glioxal y malonaldehido (Catala, 2009, 2010, 2011) Estos
compuestos carbonilos (colectivamente descritos como “propagadores”) tienen propiedades
Unicas contrastadas con los radicales libres. Por ejemplo, en comparacién con ROS o RNS, los
aldehidos reactivos tienen un periodo de semi desintegracién mads largo (minutos en lugar
de microsegundos y nanosegundos caracteristicos de la mayoria de los radicales libres).

Los acidos grasos no saturados son también responsables de la naturaleza "fluida" de
las membranas bioldgicas. Se ha demostrado que la introduccion del primer doble enlace a
una cadena acilo, es responsable de su fluidez a temperaturas fisioldgicas normales. La
introduccion de mas dobles enlaces a la cadena de acilo tiene poco efecto adicional en la
fluidez de membrana (Brenner, 1984). Asi, la sustitucién de los acidos grasos con cuatro o
seis dobles enlaces por aquellos que poseen sélo dos (o a veces tres) dobles enlaces
disminuird fuertemente la susceptibilidad a la peroxidacidn lipidica manteniendo la fluidez
de membrana. Este hecho podria explicar la longevidad (Pamplona y Barja, 2003).

Se destaca que la composicién de acidos grasos de membrana influye: 1) en la tasa
metabdlica (a través de los efectos sobre las propiedades fisicas de las bicapas de las
membranas y 2) en el grado de estrés oxidativo y dafio a moléculas celulares (a través de la

peroxidacién de las cadenas de acidos grasos).

1.1.6. TAMANO CORPORAL

Para mantener un disefio funcionalmente equilibrado, la forma, o sea, las
proporciones entre las distintas partes del cuerpo, cambian con el tamafio corporal (masa 6
peso del cuerpo). Los animales tratan de minimizar las diferentes velocidades de crecimiento
entre superficie y volumen con disefios que compensen esas diferencias. Este cambio de
forma correlacionado con un cambio de tamafio se denomina alometria. Puesto que el
cambio de tamafio mds evidente se da durante la ontogenia, cuando tiene lugar el
crecimiento de embriones, larvas y/o jévenes, muchos de los ejemplos de alometria son de
tipo ontogenético. Sin embargo, los cambios de proporcién asociados a los de tamano

también se dan en la evolucién a través del tiempo de numerosos grupos de animales, o
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cuando se comparan especies distintas de un mismo grupo, y en esos casos se habla de
alometria filogenética (Pérez Zaballos y col., 2009; Hill y col., 2006)

La alometria también sirve para estudiar, por ejemplo, la dependencia de ciertas
magnitudes (energia consumida, superficie de la piel, tamafio del cerebro, frecuencia
cardiaca y respiratoria, densidad mitocondrial, etc.) con respecto al tamafio de los
organismos.

Todos los cambios de forma pueden generalizarse con esta expresion matematica:

y=axPb
donde a y b son constantes, y es la variable dependiente (o sea, la parte del cuerpo cuyos
cambios de proporcién queremos estudiar), y x la variable independiente (o sea, la parte del
cuerpo que tomamos como estructura de referencia, normalmente una medida del tamafio
«global» del organismo).
De esta ecuacion nos interesan dos aspectos:

e Aquel que determina si hay isometria o alometria, y, si la alometria es positiva o
negativa en relacién con el exponente (b). Es facil comprobar que cuando b = 1, la forma se
mantiene (isometria), cuando b > 1 la variable dependiente crece mas de prisa que la
estructura de referencia (alometria positiva), y cuando b < 1 la variable dependiente crece
mas despacio que la estructura de referencia (alometria negativa).

e El segundo aspecto que nos interesa es que, si tomamos logaritmos, la ecuacién se
convierte en una recta, lo que facilita la estimacion de b y la interpretacion de los resultados:

y=ax"

logy=loga+blogx
Es decir: tomando logaritmos, o usando un grafico bilogaritmico, b es simplemente la

pendiente de la recta de regresidon que relaciona log y con log x (Fig. 1.1.6)
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Figura I.1.6. Las graficas logaritmicas facilitan la interpretacidén de las alometrias observando

la pendiente.

Se habla de isometria cuando b = 1 la proporcidn es igual cualquiera sea la talla corporal. Si
b no es igual que 1, la pendiente que se obtenga por azar no es proporcional y se conoce
como ecuacion alométrica. Cuando b > 1 se denomina alometria positiva (el drgano o parte
es mayor cuanto mayor es el tamafo del cuerpo) y si es b < 1: alometria negativa (cuanto

mayor es el animal, el érgano en cuestidn es proporcionalmente mas pequeno.

.1.7. MAXIMO DE VIDA (MLSP)

La longevidad maxima (MLSP, Maximum Life Span Potential) representa el nimero
maximo de afios que puede vivir un individuo. La longevidad maxima esta determinada por
el genoma, por lo que es constante y caracteristica de cada especie.

Se conoce desde hace mucho tiempo que en los animales la tasa metabdlica y el
maximo de vida estan relacionados con el tamafio corporal. Es un paso primordial en la larga
busqueda de lo que determina la longevidad maxima de cada una de las especies. Rubner
(1908) observd que el maximo de vida de los mamiferos se incrementaba con el tamafio del

cuerpo y que la tasa metabdlica especifica (tasa metabdlica por unidad de masa corporal) de
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los mamiferos disminuye con el tamafio corporal (Rubner, 1883). Combind el MLSP vy las
tasas metabdlicas de cinco especies (conejillo de Indias, gato, perro, vaca y caballo) para
calcular su "energia potencial de vida " (es decir, la masa especifica y produccién de energia
de vida en reposo) y encontré un valor relativamente constante para estas especies.
Curiosamente, no incluye a los humanos en los calculos de comparacion, presumiblemente
porque este mamifero es de muy larga vida y no se ajusta a su generalizacién. Harman
(1956) propone que la produccion de radicales libres originados por el metabolismo normal
aerdbico y el consiguiente dano constituyen la base fisiologica del envejecimiento. A esto se
denomind teoria de los radicales libres del envejecimiento. Como algunas moléculas
reactivas derivadas de oxigeno causan dafios y no son radicales libres, el término mas
genérico ROS fue utilizado para describir esta teoria. Asi “radicales libres y teoria del
envejecimiento” se transformd posteriormente en 'estrés oxidativo y teoria del
envejecimiento”. En endotermos existe una relacion entre la velocidad del metabolismo y la
longitud de la vida. Los endotermos con altas tasas metabdlicas especificas tienden a tener
una vida corta. Sin embargo, algunas salvedades son también evidentes. 1) el ejercicio
voluntario y su consiguiente aumento de la tasa metabdlica no reduce la expectativa de vida
de las ratas (Holloszy y col., 1985) o de los seres humanos (Lee y col., 1995) 2) del mismo
modo, dentro de las poblaciones existe una considerable variacién entre individuos tanto en
la tasa metabdlica como en la longevidad. 3) ha sido demostrado que la restriccion calérica
prolonga la longevidad de los roedores y en muchas otras especies (Masoro, 2002) y aunque
originalmente se pensd que este efecto podria deberse a una reduccidon en la tasa
metabodlica, no parece ser el caso. 4) las aves viven en promedio, dos veces mas que los
mamiferos de similar tamafio y dentro de ambos grupos de endotermos, existen
importantes diferencias entre las especies en el MLSP que no se pueden explicar por
diferencias en la tasa metabdlica.

Recientemente se ha demostrado que la composicion de dacidos grasos de la
membrana celular, varia de manera sistematica con el tamafo corporal en mamiferos
(Couture, 1995; Hulbert y col., 2002a) y en aves (Brand y col., 2003; Hulbert y col., 2002b).

También se ha demostrado que la composicidén de acidos grasos de la membrana est3
relacionada con MLSP (Pamplona y Barja, 2003; Pamplona y col., 1998, 1999c; Pamplona y

col., 1996, 1999 a, b). Estas observaciones, combinadas con la susceptibilidad de los acidos
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grasos al dafio peroxidativo (Holman, 1954), fueron pioneras en el desarrollo de la "teoria
marcapasos de la membrana del envejecimiento” (Hulbert, 2005). Estas modificaciones de la
teoria del “estrés oxidativo del envejecimiento™ enfatizan los efectos de la peroxidacién
lipidica (y sus productos) sobre la composicién de acidos grasos de la membrana en el

proceso de envejecimiento y podrian determinar la vida maxima distintiva de la especie.

1.1.8. MAMIFEROS

1.1.8.1. Tasa metabdlica y tamaiio corporal de los mamiferos

El término metabolismo es un conjunto de eventos bioquimicos vy fisioldgicos que
tienen lugar en la célula y en el organismo. En un contexto mds amplio es la respuesta del
organismo a factores ambientales que afectan el consumo de O,y la produccién de CO,.

La tasa metabdlica (TM): es la energia quimica consumida por un animal para su
crecimiento y mantenimiento en la unidad de tiempo. La TM se calcula a través de la media
del consumo de oxigeno. La tasa metabdlica basal (TMB) es el metabolismo energético
medido en condiciones de ayuno y de minimo estrés ambiental y fisiolégico. La TMB varia
sustancialmente entre los diferentes animales (Kleiber, 1961), siendo la masa corporal y el
grupo filogenético al que pertenece un animal dos de sus principales determinantes. Es
posible predecir matematicamente la TMB de un animal si se conocen estos dos factores.

El tamafio del cuerpo es una caracteristica importante de la especie que influye en
casi todos los aspectos bioldgicos del organismo (Calder, 1996).

A medida que aumenta el tamafio de las especies, obviamente requieren mas
energia, pero la tasa metabdlica no aumenta en proporcién directa a los aumentos en la
masa corporal. La TMB en los mamiferos estd en funcion de escalas alométricas con la masa
corporal. Se ha determinado que la TMB aumenta sélo 59-69% con cada duplicacién de la
masa corporal (Kleiber, 1961; White y Seymour, 2003). Cuando los datos se expresan en tasa
metabdlica especifica (tasa metabdlica por unidad de masa corporal, TME) las especies
pequeiias de mamiferos tienen una mayor TME que los mamiferos mas grandes, de tal
manera que por cada duplicacion en el tamafio corporal hay una disminucién del 15-20% en

el TME. Quiza esta relacién se puede apreciar mejor comparando un raton de 30 g y una
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vaca de 300 kg. En términos absolutos, la TMB de la vaca es 1.000 veces mayor que la del
ratdn, pero si se considera la masa especifica del ratén, este tiene un metabolismo basal 10
veces mayor que el de la vaca.

No todos los tejidos del cuerpo contribuyen por igual a TMB. Por ejemplo,
aproximadamente el 70% de la TMB de los seres humanos es aportada por los érganos
internos que constituyen aproximadamente el 7% de la masa corporal (Schmidt-Nielsen,
1990). La variacién de la TMB entre las especies, es debida tanto a la variacién en el tamano

del tejido y la tasa metabdlica del mismo (Hulbert y Else, 2000).

1.1.8.2. Maximo de vida, tamaiio corporal y gasto energético de por vida de los mamiferos

Aunque la muerte no siempre puede ser debida a la disminuciéon en la funcién
fisiologica y/o al desequilibrio homeostatico que ocurren durante el envejecimiento, MLSP
es sin embargo una importante caracteristica de las especies. Se observé que el MLSP varia
mas de 40.000 veces en todo el reino animal. Por lo general, el MLSP de los mamiferos se
incrementa con el tamafio del cuerpo, de tal manera que los mamiferos mas pequefios
(musaraiias) viven 1 afio, mientras que el maximo lapso de vida reportado para los elefantes
es de aproximadamente 80 anos (Carey y Judge, 2000). Asi el lapso maximo de vida se
relaciona positivamente con la masa corporal en mamiferos, de tal manera que por cada
duplicaciéon de la masa corporal en los mamiferos, hay un aumento promedio del 16% en
MLSP (Speakman, 2005). Desde hace tiempo se conoce que, en los mamiferos, TMB y MLSP
estan correlacionados con la masa corporal, aunque la correlacién mas fuerte se da entre
TMB y masa corporal. Por ejemplo, mientras que la variacién de la masa corporal
estadisticamente puede explicar el 64% de la variacién de TMB, sélo explica el 35% de la
variacion en MLSP.

Un patrén diferente surge cuando la variacién intraespecifica es examinada en
relacion con las comparaciones interespecificas en mamiferos. Estudios intraespecificos
realizados en perros (Speakman y col., 2003), ratones (Miller y col., 2002; Speakman y col.,
2004), y humanos (Rizzo y col., 2005) revelan una asociacion positiva entre la esperanza de
vida mdaxima y la TME y una relacién negativa entre la duracion de la vida y el tamano

corporal. Por ejemplo, las razas de perros grandes tienen una menor TME que los perros mas
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pequeiios y también muestran una reduccidn en la esperanza de vida maxima. Sin embargo,
otros estudios centrados dentro de una determinada raza de perro (Galis y col., 2007;
Patronek y col., 1997) revelaron una clara relacién entre el tamafio del cuerpo y TME. Varios
estudios intraespecificos con ratones y ratas (Liang y col., 2003; Speakman y col., 2003,
2004) no han mostrado una relacidn inversa entre TME y MLSP.

La vida maxima de la rata topo desnuda (Heterocephalus glaber) es de
aproximadamente 30 afios, siendo 9 veces mayor que la de los ratones (Buffenstein, 2008).
Los lipidos de la membrana de la rata topo desnuda son menos susceptibles a peroxidacion
que los de las membranas del ratén (Hulbert y col., 2006; Mitchell y col., 2007). Este hallazgo
es coincidente con otras comparaciones entre especies descritas anteriormente. Sin
embargo, otros resultados se han obtenido con la rata topo desnuda que plantean notables
desafios tedricos. Las enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa o catalasa son
semejantes en la rata topo desnuda y el ratédn mientras que la glutatién peroxidasa es menor
en las ratas topo (Andziak y col., 2005). El isoprostano urinario (un marcador de estrés
oxidativo) es mayor en las ratas topo que en los ratones (Andziak y col., 2006). Por lo tanto,
las ratas topo disfrutan de una vida excepcionalmente larga y un largo periodo reproductivo,
a pesar de que el dafio oxidativo es bastante grave (Buffenstein, 2008; Buffenstein y col.,
2008). En los ratones, la formacién de 4-HNE es alta y la tasa de eliminacién es baja, por lo
tanto se produce un rapido envejecimiento. La situacion se invierte en la rata topo desnuda.
Esta interpretacién sugiere que derivados de lipidos, como los aldehidos electréfilos son
relevantes para el envejecimiento, probablemente gracias a su capacidad para reaccionar
con sitios especificos de las proteinas, mientras que muchos otros tipos de cambios
oxidativos son bien tolerados (Zimnia, 2011). Todos estos hallazgos dificultan cualquier

conclusion definitiva.

1.1.8.3 Produccion mitocondrial de radicales libres y defensas antioxidantes de los

mamiferos

La disminucién de la TME con el aumento del tamafio corporal en los mamiferos
también se asocia con una disminucién en la densidad de las membranas mitocondriales

internas (Else y Hulbert, 1985), sitio de la produccién mitocondrial de ROS. Estudios
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realizados in vitro sobre las tasas de produccién de superéxido (Sohal y col., 1989) y
peroxido de hidrégeno (Sohal y col., 1990) de mitocondrias aisladas de higado de mamiferos
qgue van desde los ratones a la vaca, muestran que hay una disminuciéon del 10% en la
produccién de superdxido y del 18% en la producciéon del peréxido de hidrégeno por
miligramo de proteina mitocondrial, por cada duplicaciéon de la masa corporal. Un estudio
realizado en mitocondrias de higado de mamiferos que va de los ratones a los caballos
(Porter y col., 1996) informd que la cantidad de membrana mitocondrial por miligramo de
proteinas disminuye aproximadamente un 7% por cada duplicacion de la masa del cuerpo.
Asi, el vinculo entre la vida maxima y el TME en mamiferos de diferente tamafio corporal
estd asociado con cambios en las tasas de produccidon primaria de ROS al menos en
mitocondrias aisladas de higado. Es decir, pequefios mamiferos con MLSP corto muestran
una elevada produccién mitocondrial de ROS debido a que sus tasas de consumo de oxigeno
mitocondrial son mas altas. Muchas reacciones bioquimicas, ademas del consumo de
oxigeno se producen a un ritmo acelerado con tasas metabdlicas altas, y, algunas de ellas,
sin relacién con la produccién de ROS. También esto, en principio, podria ser responsable de
la aceleracion de la tasa de envejecimiento de los mamiferos. Se ha propuesto también que
las defensas antioxidantes serian las responsables del MLSP en los mamiferos de mayor
tamafio. Sin embargo, el nivel de antioxidantes enddgenos de las especies de mamiferos
longevas son mas bajos que el de los mamiferos de corta vida (Andziak y Buffenstein, 2006;
Barja, 2004; Pérez-Campo vy col., 1994; Sanz y col., 2006), lo que sugiere que las defensas
antioxidantes no son la razén de la mayor longevidad sino que es mds probable un reflejo del
grado de estrés oxidativo. Estos resultados son compatibles con la idea de que las defensas
antioxidantes enddgenas ya estdn en niveles éptimos en los animales y que su suplemento,

por lo general no tiene influencia significativa en MLSP.

1.1.8.4. Composicion de la membrana, peroxidacion lipidica, tamafo del cuerpo, y maximo

de vida de los mamiferos

Gudbjarnason y col. (1978) publicaron una relacién poco conocida entre el contenido
de docosahexaenoico de los fosfolipidos y la frecuencia cardiaca en reposo en especies de

mamiferos, que van desde los ratones hasta las ballenas. Para nuestro conocimiento, este es
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el primer registro de una relacién entre la composicién de acidos grasos de las membranas
celulares y la tasa metabdlica.

Mas tarde, se demostré la composicién de acidos grasos de membranas de otros
tejidos metabdlicos importantes, sobre todo higado, rifién y musculo esquelético. (Couture y
Hulbert, 1995; Hulbert y col., 2002b) y su relacion con el tamafio corporal. Se encontré que
cuando la masa corporal se duplica hay una disminuciéon del 12-24% en el contenido de
docosahexanoico de las membranas celulares (Hulbert y col., 2002b), que no es muy
diferente a la disminucion de aproximadamente 19% de la TME. Las membranas celulares de
las pequefias especies de mamiferos poseen mayor contenido de Jacidos grasos
poliinsaturados que las especies mas grandes. Un numero considerable de procesos
asociados a las membranas también han demostrado que varian con el tamafio corporal y
esta diferencia se ha relacionado con la composicidén de las mismas. Asi como la composicion
de acidos grasos de membranas de una variedad de tejidos de mamiferos se encuentran
relacionados con TMB (Couture y Hulbert, 1995; Hulbert y Else, 1999; Hulbert y Else, 2000),
Pamplona y col. (Pamplona y Barja, 2003; Pamplona y col.,, 1998, 1999 a,b,c,2002)
demostraron que en los mamiferos de larga vida, el bajo grado de no saturacidn de los
acidos grasos de la membrana va acompafiado por una baja sensibilidad a la peroxidacién
lipidica in vivo e in vitro. Estos hallazgos son consistentes con la correlacién negativa entre
MLSP y la sensibilidad a la auto-oxidacién de lipidos de rindn de mamifero y homogeneizado
de cerebro que fueron descritos algunos afios antes (Cutler, 1985).

Si se conoce la composicién de acidos grasos de la membrana, es posible calcular el
indice de peroxidacién (Pl), que es un numero que expresa la susceptibilidad de la
membrana a la peroxidacion lipidica (Hulbert y col., 2007; Hulbert, 2010). Cuando se hizo el
calculo tanto para los fosfolipidos de mitocondrias de higado y de musculo esquelético en
diferentes especies de mamiferos con una amplia gama de tamarios, se pudo observar que
hay una relacion inversa entre el Pl y MLSP (Hulbert, 2005c; Hulbert y col., 2007).
Curiosamente, la relacion entre los fosfolipidos de las mitocondrias de higado, Pl y MLSP
tiene una pendiente similar a las del musculo esquelético. Asi, el PI de la membrana
mitocondrial de higado y de musculo esquelético disminuyé un 24% y un 19%
respectivamente, cuando el maximo vida se duplicé. Aunque la vida maxima puede variar

entre especies de mamiferos, también pueden ser significativas las diferencias de longevidad

24



Capitulo | Introduccién

dentro de una misma especie. Por ejemplo, las poblaciones de ratones silvestres muestran
una mayor longevidad (dos y medio veces) que las de ratones de laboratorio cuando se
mantienen en condiciones idénticas (Miller y col., 2002). El Pl de los fosfolipidos del musculo
esquelético y del higado de los ratones silvestres (con mayor longevidad) se reduce
significativamente en comparacién con los ratones de laboratorio (Hulbert y col., 2006a).
Esto es importante porque las diferentes cepas de ratones fueron alimentados con la misma
dieta, lo que estaria indicando que las diferencias en la composicién de la membrana estan
bajo control genético y no dietario. Poco se conoce acerca de si los mecanismos de
regulacién de control de la composicion de acidos grasos de la membrana difieren entre las
especies. Debido a que los acidos grasos poliinsaturados no pueden ser sintetizados de novo
por los animales superiores, son componentes esenciales de la dieta. Otra fuente de acidos
grasos poliinsaturados es su biosintesis por los microorganismos intestinales. Sin embargo,
es posible variar la disponibilidad de los diferentes tipos de grasas en las dietas de
laboratorio. En estudios realizados en ratas, la composicién de d4cidos grasos de la
membrana muestra un grado de homeostasis resistente a las alteraciones dietarias (Hulbert
y col., 2005c, 2014).

La disminucion en el contenido de acidos grasos poliinsaturados en las membranas
de los mamiferos grandes es de esperar que resulte en una disminucion de la tasa de
peroxidacién de lipidos. Si bien existen evidencias que muestran que la composicidon de
acidos grasos de la membrana afecta la tasa de peroxidacion lipidica medida in vitro, existen
menos evidencias que indiquen efectos sobre la peroxidacion lipidica in vivo. Uno de los
productos de la peroxidacion de n-3 PUFAs es el etano y la tasa de exhalacion del mismo se

ha utilizado como un método no invasivo para evaluar la peroxidacion de lipidos in vivo.

1.1.9. AVES

Muchos afios después de la famosa publicaciéon de la curva de Benedict (1938) del
"ratdn al elefante”, que demostré que en los mamiferos la TMB esta relacionada
alométricamente con la masa corporal, se realizdé una curva comparable en aves, del "colibri
al avestruz " (Lasiewski y Dawson, 1967). Un estudio posterior, también demuestra que la

TMB de las aves es alométrica con la masa corporal (King y Farner, 1961). Las aves pequenas,
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principalmente pdjaros, tienen tasas metabdlicas relativamente mads altas que las previstas
por las relaciones alométricas y, en consecuencia, se producen dos relaciones alométricas
por separado: una en la que se muestra una elevada tasa metabdlica para las aves de percha
(Aves passeriformes) y una mads baja para las aves no paserinas.

Informacién actualizada realizada sobre un conjunto de valores de TMB aviares con
un enfoque filogenético (Reynolds y Lee, 1996), mostré que no existen diferencias
significativas entre las TMB de los paseriformes y no paseriformes. Este resultado también
fue confirmado mas tarde (McKechnie AE, Wolf, 2004).

El contenido de acidos grasos poliinsaturados de las membranas mitocondriales del
higado aviar se relaciona negativamente con la masa corporal, principalmente debido a la
disminucién de los niveles de acidos grasos poliinsaturados n-6 con el aumento de la masa
corporal (Brand y col., 2003). Esto difiere de los mamiferos donde los poliinsaturados n-3 son

los que varian con el tamafio del cuerpo (Porter y col., 1996).

1.1.9.1. Maximo de vida, tamafio corporal y gasto energético

Las estimaciones de MLSP para muchas especies de aves sufren similares
restricciones a la de los mamiferos. Hay una escasez de datos sobre longevidad para la
mayoria de especies de vida libre, e incluso el desconocimiento de la causa de muerte
(externa o por envejecimiento endégeno) en muchos individuos silvestres podria ocultar el
MLSP real. La primera caracterizacidon formal de MLSP aviar en relacidon con el tamafio fue
realizada por Lindstedt y Calder (1976). En base a la informacion limitada disponible en ese
momento, estos autores mostraron que la longevidad de las aves y de los mamiferos
aumenta con el tamaino corporal (Lindstedt y Calder, 1976). Estudios mas recientes sobre
longevidad en aves, usando un mayor numero de datos (Hulbert y col., 2007b) revelan que
las aves viven, en promedio, dos veces mas que los mamiferos de similar tamafio (Hulbert y
col., 2007b; Speakman, 2005). Aunque la relacién TMB con respeto a MLSP en las aves es
estadisticamente significativa, la masa corporal es un mejor indicador en aves que en
mamiferos. Por ejemplo, la masa corporal puede explicar el 84% de la variacién de la TMB en

las aves, en comparacion con el 64% en los mamiferos y puede explicar el 48% de la
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variacion MLSP en las aves, en comparacién con el 35% en los mamiferos (Hulbert y col.,

2007b).

1.1.9.2. Andlisis comparativo entre mamiferos y aves

Se sugirié que la longevidad de las palomas es 10 veces mayor que la de las ratas y
esto se debid principalmente a una menor tasa de produccién de perdxido de hidrégeno y
de superdxido (Barja y col., 1994b; Ku y Sohal, 1993). La disminucién de los niveles de
produccién de ROS por las células de las aves podria, a su vez, requerir bajos niveles de
antioxidantes para protegerse contra el dafio oxidativo. Varios estudios previos, muestran
que las aves y mamiferos con mayor MLSP poseen niveles mas bajos de antioxidantes
enddégenos (Lopez-Torres y col., 1993; Barja y col., 1994 a, b; Pérez-Campo y col., 1998;
Jaensch y col.,, 2001). Otros autores, en cambio, reportaron resultados opuestos
encontrando niveles mas altos de la superdxido dismutasa, glutatién y glutation peroxidasa
en los tejidos de las aves en comparacién con los de mamiferos (Ku y Sohal 1993; Ku vy col.,
1993).

Un estudio comparativo mas exhaustivo de los niveles de antioxidantes enddgenos
en las aves realizado por Cohen y col. (2008) evalué la capacidad antioxidante total, la
respuesta del antioxidante al estrés, y los niveles de acido Urico, vitamina E y carotenoides
en 95 especies de aves en relacidon con los patrones de la historia de vida. Mayores niveles
de antioxidantes se encontraron en general asociados con las aves de menor tamafio.
Estudios comparativos similares también se han realizado en los mamiferos, incluso dentro
de un mismo orden, con MLSP de vida muy diferentes (Buffenstein y col., 2008). Todo lo
mencionado es consistente con la falta de pruebas predecibles entre los niveles de
antioxidantes y la longevidad (Holmes y Martin, 2009)

Es importante destacar que las aves tienen mayor MLSP y una TMB mads alta que la
de los mamiferos. Barja y col. (1994) mostraron que la tasa de produccién de ROS
mitocondrial por unidad de oxigeno consumido fue considerablemente menor en las
palomas que en las ratas. La idea de que MLSP esta inversamente relacionada con la tasa de
produccién mitocondrial de ROS ha ganado mayor apoyo después que se ha constatado que

en las mitocondrias de corazén la produccion de H,0, en canarios (MLSP aproximadamente
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24 afios) y periquitos (MLSP aproximadamente 21 afios) también fue significativamente
menor que en los ratones (MLSP aproximadamente 3,5 afios) (Herrero y Barja, 1998).
Ademas de las bajas tasas de formacién de ROS mitocondrial, en estas especies de aves se
ha demostrado también que la composicion de acidos grasos de la membrana es
considerablemente mds resistente a la peroxidacion que membranas equivalentes de
mamiferos y también tienen bajos niveles de productos de lipoperoxidacién en sus tejidos
en comparacién con mamiferos (Pamplona y col., 1996, 1999 a y b). La diferencia en la
composicion de acidos grasos de la membrana de los mamiferos y de aves fue un factor
determinante de este bajo nivel de peroxidacion lipidica en los tejidos de aves y fue
demostrado por la reduccién dréstica de malondialdehido (MDA) aviar producida por las
mitocondrias en comparacién con las mitocondrias de mamiferos, cuando fueron sometidos
a un sistema in vitro (Pamplona y col., 1999 a y b; Montgomery, 2011). Estudios sobre la
composicion de acidos grasos realizados en tejidos de diferentes especies de aves, muestran
qgue, como en los mamiferos, las aves pequefias tienen mas acidos grasos poliinsaturados en
las membranas que las especies mas grandes (Brand y col., 2003; Hulbert y col., 2002a) y
también se confirma un menor nivel de poliinsaturacion en la membrana de las aves, en
comparacion con los mamiferos. Los fosfolipidos de las membranas de las aves tienen PUFAs
con un balance a favor de n-6 PUFAs sobre los n-3.

La mayor parte de los estudios mencionados han sido realizados utilizando a la
paloma, canario y/é loro como especies representativas de las aves, abarcando no todos los
organos de dichas especies ni profundizando en la peroxidacién de sus membranas. Sin
embargo, aun no se conoce la composicién de acidos grasos de un gran nimero de especies
de aves y no estd debidamente aclarada la relacion entre dicha composicidén y el tamafio
corporal. También existen pocos datos acerca de la relacién entre la peroxidacion -
dependiente de la composicién lipidica- y el maximo de vida.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este trabajo se utilizaron aves con
diferente tamafo corporal y maximo de vida y de facil manejo en el laboratorio. De las
especies seleccionadas se extrajeron los siguientes érganos: el higado, por ser un gran
generador de radicales libres; el cerebro, por su elevado porcentaje de acidos grasos

insaturados —blancos de la peroxidacion- y el corazon, por ser el 6rgano que bombea la
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sangre con altos niveles de oxigeno. De cada uno de estos drganos aislamos las mitocondrias

y microsomas, que constituyen los sitios productores de ROS mas importantes
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Hipétesis

La composicion de dcidos grasos de las membranas mitocondriales y microsomales difiere
entre las diferentes especies de aves y entre los tejidos de la misma especie. Las aves de
mayor tamafio poseen un predominio de dcidos grasos con un menor numero de dobles
enlaces en comparacion con las especies de menor tamafio. En la mayoria de los tejidos de
las aves predominan los dcidos grasos con bajo grado de insaturacion, siendo una de las
posibles causas de la baja sensibilidad a la peroxidacion lipidica y del mdximo de vida
observado en las mismas, pardmetros estrechamente vinculados con la masa corporal.
Teniendo en cuenta estas consideraciones nuestra hipotesis de trabajo estuvo dirigida a

confirmar estas aseveraciones.

Objetivos

1.- Establecer la composicion de dcidos grasos de microsomas y mitocondrias de higado,

corazon y cerebro de diferentes especies de aves.

2.- Evaluar la capacidad de peroxidacion lipidica no enzimdtica inducida por ascorbato-Fe®*
en microsomas y mitocondrias examinando el efecto de la misma sobre la composicion de

dcidos grasos.
3.- Establecer la correlacion entre el tamaiio corporal, composicion de dcidos grasos, mdximo

de vida y sensibilidad a la peroxidacion lipidica en mitocondrias y microsomas de las

diferentes especies de aves estudiadas.
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I.1. MATERIALES

11.1.1. Animales utilizados

En este estudio se utilizaron especies de aves voladoras pertenecientes a las
Neognathas, las cuales comparten caracteristicas anatdomicas que recientemente han sido
confirmadas con estudios genéticos, comprendiendo las Eoaves (Galloanserae: Galliformes y
Anseriformes) y Neoaves (Columbiformes y Passeriformes) (Hackett y col.,, 2008,
McCormack y col., 2013). El peso corporal de las mismas oscilé entre 13.55 g y 5040 g, esto
representa un rango de 372 veces. Las aves examinadas fueron adultos de ambos sexos. Los

valores de la tasa metabdlica especifica fueron obtenidos de la literatura y se muestran en la

Tabla ll.1
Tabla Il.1. Aves utilizadas en este trabajo
Nombre Nombre cientifico Masa corporal [ Maximo | Tasa metabdlica
vulgar (g) de vida especifica
(afios) |(mlde 0,g" h™)
Manon Lonchura striata (3) 13.55+0.50 9 3.28 (a)
Codorniz Coturnix coturnix var| 142.88 +15.20 6 1.64 (b)
japonica (4)
Paloma casera | Columba livia (3) 347.50 + 3.50 35 0.66 (c)
Pato criollo Cairina moschata (3) | 2200.00 + 2.80 21 0.62 (d)
Ganso comun | Anser anser (3) 5040.00 + 1.90 35 0.54 (e)

Los datos de masa corporal son expresados como la media + SD. Entre paréntesis se indica el nimero
de ejemplares utilizados. Los datos de longevidad para las distintas especies de aves fueron
obtenidos del Handbook of the Biology of Aging (2005). Tasa metabdlica especifica: (a):
Calculado a partir de la ecuacidn de paseriformes de Lasiewski y Dawson (1967); (b, c, d y e):

datos obtenidos de Lasiewski y Dawson (1967).

Los manones, las palomas y las codornices fueron comprados en locales de venta de
mascotas. Los patos y gansos fueron obtenidos de granjas de los alrededores de la ciudad de

La Plata. La dieta se basé fundamentalmente en mezclas de semillas para aves, presentando
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variaciones para cada una de las especies por lo que se tomaron muestras de cada una de
ellas para su posterior andlisis. Las edades de las aves corresponden a valores maximos de
vida (MLSP) expresados en afios y fueron obtenidos de la literatura (Masoro y Austad,
2005).

Los protocolos de tratamiento de los animales fueron previamente aprobados por el
comité local de ética, y estan en conformidad con el cuidado y tratamiento de animales de
laboratorio recomendadas por el Servicio de Salud Publica de EEUU, 1985.

Las aves, después de ser pesadas, se sacrificaron por dislocaciéon cervical y a
continuacién se les extrajo el higado, el corazén y el cerebro, los cuales fueron pesados y
utilizados inmediatamente.

Todas las aves fueron utilizadas en forma individual, excepto el mandn que debido a
su pequefia masa corporal fue necesario realizar un pool de tres animales para disponer de

suficiente tejido para la realizacion de cada uno de los ensayos.

1I.1.2. Material de cromatografia

Sepharosa 4B fue obtenida de Pharmacia Fine Chemicals Inc. Piscataway, NJ, USA.

11.1.3. Estandares

- Albuimina sérica bovina (fraccion V): Wako Pure Chemical Industries Ltd., Japén.

- Estandares de ésteres metilicos de acidos grasos obtenidos de Nu Check Prep. Inc. Elysian,

MN, USA.

11.1.4. Otros materiales

- Sacarosa: J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA.

- 2,6-di-tert-butil-p-cresol (BHT), Fenil metil sulfonil fluoruro (PMFS) fueron obtenidos de

Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.

- Reactivo de Folin-Cicolteu y acido tricloroacético: Merck, Darmstadt, Alemania.
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- Cloroformo; Etanol absoluto; Eter de Petrdleo; Metanol (grado analitico): fueron adquiridos
en Merck Quimica Argentina.
- Otras drogas (grado analitico) empleadas en la realizacidn de este trabajo se obtuvieron de

fuentes comerciales reconocidas.

1.2. METODOS Y TECNICAS UTILIZADAS

11.2.1. Métodos utilizados para la obtencidn de fracciones subcelulares (Figura 11.2.1.)
Las fracciones subcelulares utilizadas fueron mitocondrias y microsomas, consideradas como

sitios de mayor produccion de ROS (Brown y Borutaite, 2012).

11.2.1.1. Preparacion de mitocondrias y microsomas

El higado, el corazén y el cerebro de las aves fueron rapidamente extraidos, pesados
(peso humedo) y lavados con solucién fisiolégica (NaCl 0.15 M) fria. Los érganos fueron
cortados en pequeiios trozos y se les adicionaron 3 ml por gramo de tejido de una soluciéon
conteniendo 0.25 M de sacarosa, 0.01 M Tris HCI pH 7.4, 0.1 mM PMSF. Posteriormente
fueron homogeneizados en un sistema Potter-Elvehjem operado mecanicamente (tres
golpes de émbolo).

El homogeneizado se centrifugd en una centrifuga Kubota (Tokio, Japén) a 1000 x g
durante 10 min. Los nucleos y restos celulares fueron descartados y el sobrenadante fue
centrifugado a 20000 x g durante 10 min. Las mitocondrias fueron resuspendidas en 3
volumenes de la solucién conteniendo 0,25M de sacarosa, 0,01 M Tris HCl pH 7,4; 0,1 mM
PMSF (Schneider y col., 1950; Boveris y col., 1999). El sobrenadante fue utilizado para la

preparacion de microsomas. Todos los pasos fueron realizados a 4 °C.

11.2.1.2. Obtencion de microsomas por filtracion a través de Sepharosa 4B

5 ml de sobrenadante postmitocondrial, obtenido de cada uno de los drganos
estudiados, fue aplicado a una columna de Sepharosa 4B cuya dimensién fue 1.6 x 12 cm, la
que se eluyd con el buffer de equilibrio 0,01 M Tris-HCI pH 7,4; 0,01% NaNs. El flujo fue 30 ml

/hy se colectaron fracciones de 2 ml durante 1 h 30 min.
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Se utilizé la fraccidon microsomal (Tangen y col., 1973) que aparece en el espacio vacio

(12-20 ml) como una solucién opalescente mientras que el citosol (30-40 ml) fue descartado.

La suspension de microsomas fue estabilizada con el agregado de sacarosa sélida,

hasta alcanzar una concentracion 0,25 M. Todas las operaciones fueron realizadas a 4 °C.

Higadl|l

= )

cereb.

coraz

Lavar con solucién solucién fisiolégica

En trozos

v

Trozos en soluciéon con sacarosa

Peso en gr. x 3ml

v

DESINTEGRACI

v

HOMOGEINIZA
Potter-Elvehje
v

CENTRIFUGACI
6800 a 1000 x g duran

v

Filtrar con gasa descartar el pellet

v
CENTRIFUGACI
20000 x g durante 1
v v
ellet Sobrenadante
P postmitocondrial
v v
Resuspender en 4ml de
solucién con sacasosa columna de Sepharosa 4B
v v

Mitocond}l.

Microso.

Figura 11.2.1.: Esquema de la metodologia utilizada para la obtenciéon de mitocondrias y microsomas
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11.2.2. Determinacidn de proteinas

El contenido de proteinas de las muestras utilizadas en los distintos experimentos, se
determiné mediante la aplicaciéon de un método espectrofotométrico descripto por Lowry y
col., (1951) y posteriormente modificado por Schaterle y col. (1973).

Reactivos utilizados:

Reactivo alcalino de cobre:

NaOH....ccoooviiiiiiiiiinicerriin, 2g
NaCO3z.evveiiiiieeriieeeveieee, 10g
Tartratode NayK............... 1g
SOLCU..ccoviceeeeeeeecie e, 0.05¢g

Agua destilada....c.s.p...... 100 ml
Reactivo del fenol, Folin-Ciocalteu, 1 ml; agua destilada, 17 ml.
Procedimiento:

Se toma un volumen de muestra de hasta 0.5 ml, completdndolo a 0.5 ml con agua
destilada. Se afiaden 0,5 ml de reactivo alcalino de cobre, agitando inmediatamente. Se deja
reposar 10 min a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se agregan con agitacion, 2 ml
de reactivo del fenol. Las muestras se dejan reposar durante 5 min en bafio a 55 °C. Luego
de este tiempo, las muestras se dejan enfriar a temperatura ambiente. La lectura de las
absorbancias se realizd en un espectrofotometro Shimadzu, UV 160 U (Tokio, Japén), a 650
nm contra un blanco de reaccién en el que el volumen de muestra se reemplazé por agua
destilada.

Como testigo se empled una solucién de albumina de suero bovino (fraccién V), de

concentracién 1 mg/ml.

11.2.3. Quimioluminiscencia y lipoperoxidacion de mitocondrias y microsomas

La peroxidaciéon lipidica no enzimatica ascorbato-Fe?* dependiente se analizd
incubando mitocondrias y/o microsomas de higado, corazdén y cerebro (1 mg de proteina)
en buffer fosfato 0.05 M, pH 7.4 a 37 °C (volumen final 1 ml). La reaccién de

lipoperoxidacidn se inici6 mediante el agregado de ascorbato (concentracidn final 0.4 mM).
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El buffer fosfato se encuentra contaminado con suficiente cantidad de hierro para proveer
el hierro ferroso o férrico necesario para la peroxidacion lipidica. En todos los casos se
realizd en forma simultanea un blanco sin ascorbato (organela + buffer) considerado control.
El proceso fue cuantificado por medida de quimioluminiscencia = emisién luminica
empleando un contador de centelleo liquido Packard 1900 TR, (Meriden, CT, USA) provisto
de un programa de quimioluminiscencia (Wright y col., 1979).

Las lecturas de quimioluminiscencia (cuantificada como cuentas por minuto), se
realizaron cada 10 min durante un periodo de 120 min.

La luminiscencia se produce cuando dos especies radicales (lipoperoxilo) reaccionan
entre si para formar un compuesto no radical excitado enérgicamente que finalmente se
estabiliza por la emisién de un fotén.

LO®; + LO%;, *—> P* — P + ¢ h v (quimioluminiscencia)

La reacciéon es particularmente interesante ya que es acompafada con
quimioluminiscencia cuya intensidad (I) puede servir como una medida de la concentraciéon
del radical libre peréxilo (LO®,) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

| =Kok [LO%,]?

Donde ¢ representa el Quantum de quimioluminiscencia y K es un coeficiente que

depende de la sensibilidad neta del instrumento. LO®, es un radical libre producido a partir

de moléculas lipidicas (Vladimirov y col., 1980).

11.2.4. Métodos empleados para la obtencidn de lipidos

11.2.4.1. Extraccion de lipidos

Los lipidos totales fueron extraidos con Clz;CH:CH30H (2:1, v/v) conteniendo 0.01% de
BHT como antioxidante, siguiendo el procedimiento descripto por Folch y col (1957), en una
relacidon de una parte de muestra a 5 partes de mezcla extractiva. La mezcla resultante se
filtré por papel de filtro, el que luego de la filtracion fue lavado con CI3CH: CH30H (2:1, v/v)
para evitar pérdidas del extracto lipidico, al filtrado se le agregd un 20 % de su volumen de
agua destilada, se agitd y se dejé decantar a baja temperatura para permitir la separacién de
dos fases: una superior metandlica acuosa y una inferior cloroférmica. La fase superior fue

desechada y la inferior se llevd a seco bajo corriente de nitrégeno.
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11.2.4.2. Andlisis del contenido de acidos grasos por cromatografia gaseosa

Los lipidos de las diferentes muestras en estudio: nativas (organelas sin tratamiento),
controles (organelas + buffer), peroxidadas (organelas + ascorbato) y la dieta de las aves
fueron extraidos por el método de Folch (1957). Una vez evaporada la fase cloroférmica, los
lipidos totales fueron transmetilados con 20 % BF; en metanol a 65 °C durante 180 min
(Morrison y Smith, 1964).

Luego se agregd 1 ml de H,0. Se extrajo 2 veces con 2 ml de hexano cada vez. Se
filtré sobre un embudo conteniendo Na,SO, anhidro. Se evapord a sequedad el hexano, se
agregaron 200 ul de hexano BHT y se realizé cromatografia gaseosa.

Los ésteres metilicos de acidos grasos fueron analizados en un cromatégrafo gaseoso
GC 14 A (Shimadzu, Kyoto, Japdn), equipado con una columna empacada (1.80 m x 4 mm i.d,
J y V Scientific, Folson, CA, USA). GP 10 % DEGS-PS en 80/100 SUPELCOPORT. Se utilizd
nitrégeno como gas “carrier”.

La temperatura del inyector y del detector fue mantenida a 250 °Cy la de la columna
a 200 °C durante 60 min.

Los picos correspondientes a los ésteres metilicos de los acidos grasos fueron
identificados mediante la comparacién de los tiempos de retencién con aquellos de los
estandares.

La composicion de cada acido graso fue expresada como porcentaje de los acidos

grasos totales.

1. 3. CALCULOS

- Acidos grasos saturados (SFA): =Y. % (16:0 + 18:0)

- Acidos grasos monoetilénicos (MUFA) =>_ %(16:1 + 18:1)

- Acidos grasos poliinsaturados (PUFA) =Y. %(18:2 + 18:3 + 20:4 +22:6)

- Acidos grasos no saturados (UFA) = % (MUFA + PUFA)
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- PUFA n6= 2. % (18:2n6 + 20:4n6)

-PUFA n3= Y % (18:3n3 +22:6n3)

- 20:4n6 / 18:2n6 representa la relacidn acido araquiddnico / acido linoleico y expresa el
coeficiente de actividad de las enzimas de la via de biosintesis del acido araquiddnico a partir

del acido linoleico.

- 22:6n3/ 18:3n3 representa la relacién acido docosahexanoico / acido linolénico y expresa el
coeficiente de actividad de las enzimas de la via de biosintesis del acido docosahexanoico a

partir del dcido a-linolénico.

- Indice de no saturacion (Ul) = 2 del drea % de acidos grasos no saturados x numero de

dobles ligaduras de cada acido graso (Llanillo y col., 1995).

- Indice de peroxidabilidad (Pl) = [(porcentaje de acidos monoenoicos X 0.025) + (porcentaje
de acidos dienoicos X 1) + (porcentaje de dacidos trienoicos X 2) + (porcentaje de acidos

tetraenoicos X 4) + (porcentaje de acidos hexaenoicos X 8)] (Pirozhkov y col., 1992).

- Promedio del largo de la cadena carbonada (ACL) = (2. % Total x 14 + ...+ >, % Total x n) /

100 (n= numero de carbonos).

11.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como el promedio + SD de tres experimentos
independientes. Los datos fueron evaluados estadisticamente por el método test “t” de
Student.

Las relaciones masa corporal, acidos grasos, quimioluminiscencia, metabolismo vy
maximo de vida se estudiaron mediante ecuaciones de regresion lineal obtenidas después

de la transformacién logaritmica de las variables (log y = log a + b log x). Las correlaciones se
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analizaron mediante el coeficiente de Pearson (r). Las regresiones fueron determinadas y
testeadas para su significacion usando los valores promedio para cada especie. El valor de p

< 0.05 fue tomado como el punto minimo de significacion estadistica.
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Capitulo 11l Manén (Lonchura

striata)

I1I.1. INTRODUCCION

Trabajos previos realizados por Pamplona y col. (1996, 1999) e investigaciones de
nuestro laboratorio (Gutiérrez y col., 2000) demuestran que las membranas mitocondriales
de diferentes tejidos de aves, poseen acidos grasos con bajo grado de no saturacién y son
mas resistentes a la peroxidacion lipidica que las de mamiferos de similar tamafo corporal.
Sin embargo, hasta donde nosotros conocemos no existe mucha informacion sobre la
peroxidacién lipidica de membranas de aves paserinas. Por otro lado, también es conocido
que las especies que poseen las mas altas tasas metabdlicas tienen un mayor porcentaje de
acidos grasos poliinsaturados en sus membranas (Hulbert, 2005).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, el objetivo de este capitulo fue analizar la
composicion de acidos grasos y la sensibilidad a la peroxidacién lipidica de mitocondrias y
microsomas de higado, corazén y cerebro de “mandén” (Lonchura striata var.domestica), un

ave pequefa perteneciente al Orden Passeriformes.

11l.2. RESULTADOS

l11.2.1. Composicidon de acidos grasos de mitocondrias y microsomas obtenidos de higado,

corazén y cerebro de manon

El C16:0 y C18:0 fueron los acidos grasos saturados mds abundantes de las
mitocondrias (Tablas Ill, 1-3) y microsomas (Tablas lll. 4-6) de los érganos examinados.

El porcentaje de acidos grasos no saturados fue de aproximadamente de 30-60% en
mitocondrias y microsomas de higado, corazén y cerebro. En ambas organelas el acido graso
monoetilénicos predominante fue el C18:1n9.

El porcentaje de dacidos grasos poliinsaturados fue de aproximadamente 20% en
mitocondrias de higado y corazén y 30% en las de cerebro.

El contenido de acidos grasos poliinsaturados fue de 18%, 5% y 10% en microsomas
de higado, corazén y cerebro, respectivamente.

El porcentaje de acido C20:4n6 fue 7% en mitocondrias de higado y cerebro y 3% en

las de corazon.
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El porcentaje de acido C22:6n3 fue de 8% en mitocondrias de cerebro vy
aproximadamente 2-3% en corazdn e higado.

Las mitocondrias de higado y corazén presentaron un similar indice de no saturacién
(Ul), mientras que en las de cerebro el Ul fue aproximadamente 1.5 veces superior. El Ul de
los microsomas de higado fue 2 veces mayor que el de corazén y cerebro.

El indice de peroxidabilidad (PI) de las mitocondrias de cerebro fue 2 veces superior
qgue el de mitocondrias de higado y 3 veces superior al de mitocondrias de corazén. El Pl de
microsomas de higado fue 3 y 1.4 veces superior que el de microsomas de corazén y
cerebro, respectivamente. Estas diferencias podrian explicarse considerando que los
microsomas de cerebro y corazén poseen menor porcentaje de UFA y PUFA que los de

higado.
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Tabla lll.1: Composicidén porcentual de acidos grasos de mitocondrias de higado de Lonchura

striata

Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 25.06 + 0.07 24.96 + 0.62 26.07 £ 0.21
16:1n7 1.42+0.32 1.60 +0.04 1.49+0.31
18:0 27.57 £1.68 29.95+2.18 29.68 £ 0.95
18:1n9 22.98 £ 0.97 22.32+1.49 21.46+1.33
18:2n6 7.28 £0.57 7.26 £0.26 7.73+1.34
18:3n3 0.32£0.02 0.30+0.03 0.35+0.02
20:4n6 7.78 £ 0.50 7.02 £0.63 4.23 £ 0.14**
22:6n3 3.14+0.24 3.32+0.21 2.27 £0.09 **
SFA 52.63+1.61 5491 +1.57 55.75+1.09
UFA 4292 +2.11 41.82+1.81 37.54 £0.52 *
MUFA 24.40 £ 1.08 23.92+1.46 22.95+1.26
PUFA 18.52 +1.13 17.90 £ 0.93 1459+1.41*
PUFA-n6 15.06 +1.08 14.28 +1.02 1196 +1.81
PUFA-n3 3.46+0.43 3.61+0.29 2.62+0.12
ul 89.87 £5.06 87.36£3.72 70.02 £1.97 **
Pl 64.751+6.79 63.12 £ 5.06 4430 + 1.19**
S/U 1.23£0.09 1.32£0.07 1.49 £0.05 *
20:4/18:2 1.07+0.04 0.96 £ 0.09 0.55 + 0.09**
22:6/18:3 9.72+0.84 11.29+1.17 6.42 £ 0.19**

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias

significativas entre los grupos control y peroxidado estan indicados por *p < 0,05; **p < 0,01.
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Tabla 1ll.2: Composicidn porcentual de acidos grasos de mitocondrias de corazén de

Lonchura striata

Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 30.23+£2.16 29.36 £1.67 28.76 £ 0.80
16:1n7 2.31+0.07 2.28 £ 0.56 246+0.14
18:0 25.57 +£0.27 25.49+0.13 23.45+1.51
18:1n9 26.54 +3.00 28.78 £0.72 27.57+1.40
18:2n6 11.52 +0.86 11.56+1.23 10.95+0.23
18:3n3 0.45 +0.08 0.51+0.08 0.46 £ 0.06
20:4n6 2.83+0.08 2.69 £ 0.07 2.83+0.10
22:6n3 2.05+0.12 2.37+0.13 2.22+0.18
SFA 55.80 +2.04 54.85 + 1.57 52.21+2.25
UFA 45.71 +3.66 48.18 +1.58 46.48 +1.78
MUFA 28.85+2.96 31.06 £ 0.56 30.03+1.49
PUFA 16.86 +1.12 17.12+1.35 16.45+0.32
PUFA-n6 1435+1.14 14.25+1.58 13.78 £0.21
PUFA-n3 2.50+0.25 3.12+0.14 2.68 £0.25
ul 76.89 £5.05 80.65 +3.43 77.93+294
Pl 40.91 +3.11 40.02 +3.76 41.68 +2.83
S/U 1.23+0.14 1.14+0.01 1.12+0.01
20:4/18:2 0.25+0.01 0.23+0.03 0.25+0.01
22:6/18:3 4.66 £0.79 4.82+1.23 492 +0.75

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes.
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Tabla 1ll.3: Composicidn porcentual de acidos grasos de mitocondrias de cerebro de

Lonchura striata

Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 20.80 £ 0.06 19.99+0.21 21.65+0.46
16:1n7 2.24+0.17 2.02+0.36 2.83+0.58
18:0 18.68 +0.17 19.86 + 0.39 20.27 £0.16
18:1n9 28.66 £0.20 29.33+£0.38 27.73 £0.69
18:2n6 13.60+1.31 12.49 + 0.69 13.00+1.78
18:3n3 0.77 £ 0.06 0.73+0.04 0.78 £ 0.06
20:4n6 6.68 +0.13 6.52+0.23 2.10 £ 0.56 ***
22:6n3 8.33+0.23 7.84 £ 0.58 2.53 £ (.33 ***
SFA 39.49+£0.13 39.85 £ 0.60 41.92 +0.38
UFA 60.29+1.21 58.94 +£0.72 48.96 + 2.36**
MUFA 30.90 £0.26 31.35+0.39 30.56 £ 0.60
PUFA 29.38+1.29 27.59 £ 1.07 18.40 + 1.84**
PUFA-n6 20.28+1.45 19.01 £ 0.63 15.09+£1.93
PUFA-n3 9.10+£0.11 8.58 +0.70 3.30 £ 0.38***
ul 137.13 +2.82 131.67 +3.87 82.44 + 4 95***
Pl 114.62 +10.84 103.56 +5.94 43.92 + 5.52%***
S/U 0.66 £ 0.01 0.68 £ 0.02 0.86 + 0.05**
20:4/18:2 0.50 £ 0.08 0.52 £ 0.05 0.17 £ 0.04**
22:6/18:3 10.82 + 0.87 10.74 +1.42 3.27 £ 0.65***

Los datos son expresados como la media = SD de 3 experimentos independiente s. Las diferencias

significativas entre los grupos control y peroxidado estdn indicados por **p < 0.01; ***p < 0.001.
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Tabla Ill.4: Composicién porcentual de acidos grasos de microsomas de higado de Lonchura

striata

Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 36.84 +4.56 33.92£3.50 38.25+1.52
16:1n7 2.86£0.29 3.56 £0.28 2.78+0.48
18:0 20.78 £ 6.30 27.23+4.02 2494 +4.13
18:1n9 29.14+3.70 23.36+2.83 2465+1.73
18:2n6 7.74£0.10 5.41+0.31 5.19+0.18
18:3n3 1.13+0.23 1.30+0.10 0.96 £0.17
20:4n6 5.22 £+ 0.46 448 +0.21 1.12 +0.45 **
22:6n3 4.13 +0.56 4.36+0.28 1.38 £ 0.06 ***
SFA 57.63 +10.71 61.15+7.37 63.19 +3.32
UFA 50.21 + 3.07 42.47 +2.36 36.09 £ 2.73 **
MUFA 31.99+3.61 26.92+2.091 27.44 +2.06
PUFA 18.22+1.19 15.55+0.55 8.65 £ 0.68 **
PUFA-n6 12.96 £ 0.50 9.89+0.45 6.31 £ 0.74***
PUFA-n3 5.26 £ 0.97 5.66 £ 0.22 2.34 £ 0.24***
ul 96.51 +4.59 85.73 £ 0.64 53.44 £ 4,21 ***
Pl 64.79 £ 10.51 61.97 £ 2.77 23.21 £ 1.58***
S/U 1.16 +0.27 1.45+0.24 1.79+0.22
20:4/18:2 0.68 +0.04 0.83 +£0.07 0.21 £ 0.11%**
22:6/18:3 3.70+0.40 3.39+0.54 1.42 £ 0.54%**

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias

significativas entre los grupos control y peroxidado estan indicados por **p <0.01; ***p < 0.001.
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Tabla ll.5: Composicién porcentual de dcidos grasos de microsomas de corazén de Lonchura

striata

Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 39.53 +1.70 41.51+1.23 40.86 + 3.12
16:1n7 6.73+0.45 6.44+£0.42 4.84 +0.38
18:0 30.39+2.10 29.68 £ 2.27 28.24 £3.23
18:1n9 19.92 +2.15 22.77 £0.70 23.04+3.34
18:2n6 2.49+0.45 2.03 £0.08 193+0.31
18:3n3 - - -

20:4n6 1.20+0.14 1.44 +0.16 1.42 +0.26
22:6n3 1.41+0.14 1.41+0.15 1.42 +0.15
SFA 69.91 £ 0.98 71.18 £3.18 69.10+3.71
UFA 31.74 +2.85 34.09+1.42 32.64 +2.66
MUFA 26.65+2.20 29.21+1.11 27.88 £3.19
PUFA 5.09 £ 0.68 4.88 +£0.32 4.76 £ 0.72
PUFA-n6 3.68+0.72 3.47+£0.29 3.34+0.70
PUFA-n3 1.40+0.17 1.40+0.18 1.41+0.17
ul 44.85 + 4.25 47.47 +2.48 4591 +1.97
Pl 19.20 + 3.27 19.89+3.03 19.50 + 4.37
S/U 2.22+0.22. 2.09+£0.09 2.14+0.30
20:4/18:2 0.48 £ 0.05 0.70+£0.06 0.73 £0.02

49

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes.



Capitulo 11l Manén (Lonchura

striata)

Tabla Il.6: Composicidén porcentual de acidos grasos de microsomas de cerebro de Lonchura

striata
Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 31.24 +7.32 34.71+£2.51 35.21 £ 0.95
16:1n7 1.62 +0.27 2.23+0.30 1.99+0.18
18:0 29.45+1.09 38.33+£3.58 34.87 £4.47
18:1n9 20.90 £ 0.86 18.82 +1.46 19.01+1.11
18:2n6 3.12+0.13 297 +£0.25 3.99+0.29
18:3n3 0.71+014 0.76 £0.16 0.59+0.14
20:4n6 2.28+£0.35 2.40 £ 0.58 1.98 +0.22
22:6n3 3.67+0.18 3.70+0.17 3.83+0.19
SFA 60.69 £ 6.23 73.03 £ 6.04 70.08 + 3.68
UFA 32.31+1.20 30.88+1.23 31.40+1.51
MUFA 22.52 +1.08 21.04+1.20 21.00+1.28
PUFA 9.79 +0.69 9.84 +0.47 10.40+0.51
PUFA-n6 5.41+£0.55 5.37+£0.63 5.97 +0.36
PUFA-n3 5.81+3.28 4.47 +£0.15 4.61 +0.36
ul 62.07 £ 3.02 61.10+2.24 61.69 £ 3.10
Pl 46.61+1.54 44.25 + 3.15 43.76 +2.90
S/U 1.89 £0.25 237+0.24 224+0.14
20:4/18:2 0.72+£0.01 0.82 +0.38 0.47 £ 0.16
22:6/18:3 5.37+1.25 5.14+1.73 7.18+1.99
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111.2.2. Composicion de acidos grasos de la dieta

La tabla lll.7 muestra que en la dieta predominan los acidos grasos saturados de
cadena larga y acidos grasos no saturados, especialmente C18:1n9 y C18:2n6 y pequeias
cantidades de C18:3n3, no hallandose acidos grasos altamente no saturados como C20:4n6 y

C22:6n3.

Tabla lll.7: Composicion de acidos grasos de la dieta suministrada a Manén

Acido graso %
16:0 12.84 +0.64
16:1 n7 0.71+0.43
18:0 18.47 +0.27
18:1 n9 37.06 £ 0.56
18:2 n6 29.92 +0.31
18:3 n3 0.82 £ 0.06

Los datos son expresados como la media + SD

111.2.3. Quimioluminescencia de mitocondrias y microsomas de higado, corazén y cerebro:

perfil de acidos grasos

En la Figura lll. 1 se graficaron los resultados de quimioluminiscencia de las muestras
controles y peroxidadas. No hubo diferencias estadisticamente significativas en la emisién de
luz entre las muestras control y peroxidadas cuando se utilizaron microsomas de cerebro y
organelas de corazén. Por lo tanto, el perfil de acidos grasos, Ul y Pl de las organelas de
corazén y microsomas de cerebro no fueron afectados por el proceso de peroxidacién
lipidica (Tablas 11l 2, 5y 6).

En cambio, la emision de luz fue estadisticamente significativa en mitocondrias de
cerebro y en las organelas de higado (Figura lll. 1), presentando valores de emisidon luminica
3 veces mayor que las producidas por las muestras controles. Los microsomas de higado

también presentaron valores de emision luminica 1.7 veces superiores al de los controles.
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Las mitocondrias de cerebro y organelas de higado peroxidadas mostraron ademas

una disminucidén significativa de los dcidos C20:4n6, C22:6n3, Ul y Pl (Tablas lll. 1, 3y 4).

1200

Ocontrol O peroxidado
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*%

800 -

600 -

400 -

Quimioluminiscencia cpm x 10-3

200 -

o n T T T T T
mitocondrias microsomas mitocondrias microsomas mitocondrias microsomas

higado corazoén cerebro

y cerebro (expresada como cpm/mg de proteina). Los datos son expresados como la media + SD de 3
experimentos independientes. Las diferencias estadisticas entre las muestras controles y peroxidadas

fueron indicadas por * p < 0.001, ** p < 0.0001.
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111.3. DISCUSION

En el presente estudio observamos que el porcentaje de acidos grasos no saturados y
poliinsaturados fue diferente en las organelas de los 6rganos estudiados. EI C18:1n9 fue el
acido graso no saturado predominante en L. Striata. Estos valores altos también fueron
hallados en la paloma (Pamplona et al., 1996), en canarios y periquitos (Pamplona et al.,
1999).

Las mitocondrias de cerebro de mandn poseen un mayor contenido de C20:4n6 vy
C22:6n3 que los microsomas de cerebro e higado y que las organelas de corazéon. Aunque
hay pequenas diferencias en la composicion de acidos grasos entre los vertebrados, est3
claro que hay un requerimiento especifico y funcional para las altas concentraciones de
C22:6n3. De hecho, C22:6n3 parece prevalecer en el cerebro de la mayoria de los
vertebrados (Else y Wu, 1999; Farkas y col., 2000; Turner y col., 2005 b). El consenso general
sugiere que los fosfolipidos que contienen C22:6n3 le aportan fluidez y permeabilidad a las
membranas celulares neuronales, acomodando las acciones de las proteinas de membrana
involucradas en el mecanismo de transmision neuronal (Salem y col., 2001).

Estudios simultdaneos del perfil de acidos grasos de la dieta y de las mitocondrias y
microsomas de higado, corazén y cerebro de mandn demuestran que la composicién de
acidos grasos de la dieta no es la responsable de las diferencias observadas en el contenido
de dobles enlaces de las organelas. Estas diferencias pueden estar correlacionadas con la
regulacién homeostdtica de cada érgano principalmente debido a un control genético de la
delta-5/-6 desaturasa (Pamplonay col., 2002, 1999).

En L. striata, las mitocondrias de cerebro y las organelas de higado fueron las mas
susceptibles a la peroxidacién lipidica. Esto podria atribuirse a los elevados valores del Pl y
de las relaciones 20:4/18:2 y 22:6/18:3. En cambio las organelas de corazén no fueron
afectadas por el proceso de peroxidacién lipidica y mostraron la presencia de acidos grasos
con bajo grado de no-saturacién con respecto a las organelas de higado y cerebro. Estas
caracteristicas de los dacidos grasos y otros factores, entre ellos la presencia de
plasmaldgenos, podrian protegerlas del dafio oxidativo. En este sentido, trabajos recientes
muestran que los plasmaldégenos son lipidos que pueden actuar como antioxidantes

(Jimenez y col., 2014; Hulbert y col., 2014).
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Con respecto a los microsomas, sélo los de higado fueron afectados por la peroxidaciéon
lipidica, mostrando un mayor contenido de acidos grasos poliinsaturados que los
microsomas de corazén y de cerebro. El bajo grado de no-saturacién que presentan las
membranas celulares es uno de los atributos que presentan los mamiferos y las aves
longevas. Esto es principalmente debido a un menor contenido de acidos grasos altamente
no saturados como el 22:6n3 y a una mayor presencia de acidos grasos menos no saturados
como 18:2n6, sin que existan cambios en el total de acidos grasos poliinsaturados. Esta
redistribucion de los acidos grasos conduce a disminuir los niveles de peroxidacién lipidica
(Sanz y col., 2006).

Las mitocondrias de cerebro y las organelas de higado fueron las mas susceptibles al
proceso de peroxidacion lipidica y exhibieron los valores mas altos de Pl, mostrando una
correlacién positiva con el largo de la cadena de los acidos grasos poliinsaturados. Otro
hallazgo interesante de este estudio, fue la menor sensibilidad a la peroxidacidn lipidica in
vitro observada en las organelas de corazon, las cuales exhibieron valores de Pl menores que
los hallados en el higado y cerebro. Este hecho contribuye a la proteccion de este tejido

contra el dafio oxidativo y por consiguiente a la preservacién de funcién cardiaca.
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Capitulo IV Codorniz (Coturnix coturnix japonica)

IV.1. INTRODUCCION

Como ya fuera mencionado (Introduccion General Capitulo 1) existe un consenso
general acerca de que las aves son excelentes modelos de laboratorio para diferentes
estudios bioldgicos. En la mayoria de los casos se han utilizado aves pequenas, domésticas,
de diferentes d6rdenes incluyendo especies de corta vida, como la codorniz y varias especies
de jaula. La codorniz se ha empleado como modelo de envejecimiento relacionado con la
declinacion de la reproduccién (Ottinger, 2001), pero no se conocen datos sobre de la
composicion de acidos grasos y la sensibilidad a la peroxidacion lipidica de sus organos.

En el presente estudio hemos analizado el perfil de acidos grasos y la peroxidacién
lipidica in vitro en mitocondrias y microsomas aislados de higado, corazdon y cerebro de

codorniz (Coturnix coturnix japdnica), ave pequefia y de envejecimiento rapido.

IV.2. RESULTADOS

IV.2.1. Composicion de acidos grasos de mitocondrias y microsomas obtenidos de higado,

corazon y cerebro de codorniz

Los acidos grasos saturados de cadena larga presentes en las mitocondrias vy
microsomas obtenidos de higado, corazén y cerebro fueron principalmente C16:0 y C18:0,
en un porcentaje de aproximadamente 40-50%. La concentraciéon de acidos grasos no
saturados fue de aproximadamente 50% en mitocondrias y microsomas de higado, 34 y 55%
en mitocondrias y microsomas de corazén, respectivamente y en las organelas de cerebro
fue aproximadamente 40%. El contenido de acidos grasos monoetilénicos de mitocondrias y
microsomas de higado fue mayor que el obtenido de las organelas aisladas de cerebro y
corazdn. La concentracién de acidos grasos poliinsaturados fue diferente en cada uno de los
organos estudiados: en mitocondrias y microsomas de higado aproximadamente 15%, en
microsomas y mitocondrias de corazon 10 y 30%, respectivamente y en ambas organelas de
cerebro aproximadamente 20%. La concentracion de dcido araquiddnico en las organelas de
higado y cerebro y mitocondria de corazéon fue aproximadamente 5-7%, mientras que los

microsomas de corazén exhibieron un menor contenido (2%). El porcentaje del acido
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docosahexaenoico fue aproximadamente 7-10 veces mayor en las organelas de cerebro que
en las organelas de corazéon y microsomas de higado y estuvo ausente en las mitocondrias de
higado. La relacidon 20:4n6/18:2n6 fue mayor en las organelas de cerebro que en las de

higado y corazdén, exhibiendo las mitocondrias de cerebro el valor mas alto (Tablas IV. 1-6).

Tabla IV.1: Composicidén porcentual de acidos grasos de mitocondrias de higado de codorniz

Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 2893+2.0 32.70+1.18 31.09+2.46
16:1n7 4.71£0.50 5.29+0.32 5.38+1.04
18:0 15.33+1.74 17.02 +0.68 16.86 +1.30
18:1n9 26.67 £3.49 29.84£2.61 30.81+£2.03
18:2n6 11.39+1.99 10.51+2.37 8.32+1.08
18:3n3 - - -
20:4n6 5.831+0.44 4.65+0.37 4.12 +0.08
22:6n3 - - -

SFA 44.26 +3.41 49.72 + 0.68 47.96 + 3.56
UFA 48.60 +3.24 50.29 £3.15 48.63 +3.85
MUFA 31.38 £ 3.80 35.13+2.74 39.19+3.02
PUFA 17.22+2.22 15.16 + 2.18 12.44 +1.00
ul 77.48 +4.78 74.75 +4.85 68.35+4.62
Pl 35.50%+3.16 30.00 £ 2.00 25.70+£0.83
S/U 0.91+0.01 0.99 £ 0.07 0.99+0.13
20:4/18:2 0.52 £0.09 0.46 +0.11 0.50+0.08

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes. S/U: saturados/no

saturados.
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Tabla IV.2: Composicidn porcentual de dcidos grasos de mitocondrias de corazén de codorniz

Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 20.68 £ 0.46 29.39+0.64 24.87 £1.55
16:1n7 2.37+0.16 2.65+0.20 3.02+0.58
18:0 15.72+0.72 17.41 +0.99 16.34 +1.64
18:1n9 21.39+1.25 23.13+£0.54 24.07 £1.25
18:2n6 23.81 £ 0.95 21.80+1.73 20.14 + 3.58
18:3n3 0.72+0.24 0.73+0.25 0.51+0.14
20:4n6 6.00 = 0.56 5.53+0.49 5.08 +0.14
22:6n3 0.80+£0.08 0.78 £0.10 0.70 £ 0.06
SFA 36.40 £1.09 40.80£0.79 41.21+2.82
UFA 55.08 £+ 1.48 5472 +2.24 53.53+5.17
MUFA 23.75+1.42 25.78 +0.46 27.10+1.56
PUFA 31.33+1.18 28.84 +1.86 26.44 + 3.86
ul 102.32 £3.11 98.36 £ 4.58 92.45+9.61
Pl 56.23 +£2.35 52.26 +£3.02 47.78 +4.75
S/U 0.66 £ 0.02 0.75+0.02 0.78 £0.12
20:4/18:2 0.25+0.03 0.26 £ 0.03 0.27 £0.12
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Tabla IV.3: Composicidn porcentual de acidos grasos de mitocondrias de cerebro de codorniz

Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 28.77 £ 0.69 28.49+0.49 28.75 £ 0.67
16:1n7 - - -

18:0 22.67 £1.26 23.36+£1.02 23.76 £ 0.81
18:1n9 20.64 £0.71 2489+1.73 25.33+2.23
18:2n6 2.48 +£0.45 2.36 £ 0.07 2.53+0.65
18:3n3 - - -
20:4n6 8.07+0.84 7.31+0.40 2.71+0.72*
22:6n3 10.67 £ 0.52 8.98 + 0.68 0.77 £ 0.08*
SFA 51.44+1.64 51.85+1.25 52.51+0.92
UFA 41.86 +1.51 43.54 +2.44 31.39+0.92
MUFA 20.64+0.71 24.89+1.73 25.33+2.23
PUFA 21.22 +£0.87 18.65 +0.88 6.06 £ 1.34*
ul 121.88 + 4.65 112.72 +6.14 45.95 + 1.84*
Pl 120.62 +5.04 104.04 + 6.07 20.23 £3.23**
S/U 1.23£0.04 1.19 £ 0.08 1.67 £0.04*
20:4/18:2 3.34+0.69 3.10+£0.16 1.15+0.22

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias
estadisticas entre las muestras controles y peroxidadas fueron indicadas por * p < 0.001;

**p < 0. 0001.
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Tabla IV.4: Composicidén porcentual de acidos grasos de microsomas de higado de codorniz

Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 28.93+£2.00 32.60%+3.36 31.88+2.89
16:1n7 4.71 +0.50 3.39+0.47 3.04 +0.17
18:0 15.33+1.74 16.12 +1.80 17.62+2.34
18:1n9 26.67 £ 3.49 29.21+2.74 30.51+1.84
18:2n6 11.39+1.99 9.37+1.70 8.54+1.19
18:3n3 - - -

20:4n6 5.83+0.44 3.82+0.17 3.70+£0.17
22:6n3 - 0.86+£0.11 0.72+£0.13
SFA 48.32 +5.04 48.72 +4.42 49.50+4.41
UFA 46.20 +3.37 46.65 +4.02 46.50 +2.73
MUFA 30.96 £ 2.98 32.60+2.61 33.54+1.381
PUFA 15.24 +2.16 14.05+1.77 12.96 + 0.99
ul 71.49+5.39 71.75+5.63 69.72 +3.43
Pl 31.95+2.12 32.30+1.82 28.41+2.19
S/U 1.05+0.15 1.05+0.16 1.07+0.14
20:4/18:2 0.33+£0.06 0.41 £0.05 0.43 £ 0.07
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Tabla IV.5: Composicidén porcentual de acidos grasos de microsomas de corazén de codorniz

Acido graso Nativo Control Peroxidado
16:0 35.21£5.62 30.23 £ 4.10 34.62 + 4.99
16:1n7 2274021 2.61+0.43 2.96 +0.46
18:0 23.82 +2.07 2530+ 4.18 24.40 £2.52
18:1n9 20.55 +2.32 17.19 +1.37 17.88 +0.42
18:2n6 6.82 £ 0.41 6.920.30 7.65+0.51
18:3n3 1.42+0.31 1.41+0.13 1.34+0.30
20:4n6 2.12+0.37 1.89 +0.83 1.26 +0.43
22:6n3 0.90 £ 0.06 0.87 £0.03 0.96 + 0.06
SFA 59.03 * 6.66 55.61+8.15 59.03 £ 5.36
UFA 34.09 + 2.45 30.89 * 1.64 32.04+1.08
MUFA 22.82+2.24 19.80 + 1.40 20.84 + 0.54
PUFA 11.26 + 0.84 11.09 +0.92 11.20 £ 0.85
ul 54.61+3.38 50.66 * 4.00 50.93£2.91
PI 27.60 £3.20 24.76 £3.59 23.54 +2.27
S/U 1.75+0.29 1.81+0.30 1.81+0.30
20:4/18:2 0.31£0.05 0.27 £0.12 0.16 £ 0.05
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Tabla IV.6: Composicidn porcentual de acidos grasos de microsomas de cerebro de codorniz

Acido graso Nativo Control Peroxidado

16:0 21.32+1.13 21.73+£0.84 24.37 £0.78
16:1n7 1.96 £0.23 2.19+0.28 2.38+0.31
18:0 23.64 £ 0.65 24.25 +0.89 22.72+1.61
18:1n9 20.17 £0.87 20.16 £ 0.58 20.11+0.33
18:2n6 6.87 £ 0.61 6.66 + 0.46 6.58 +0.29
18:3n3 0.92 £0.05 0.91 £ 0.06 0.99+£0.23

20:4n6 5.84 +£0.22 5.64 £0.19 497 +0.51
22:6n3 6.99+0.44 6.93+0.12 7.04 £0.05
SFA 4497 +1.31 45,99 + 0.52 47.09 +1.56
UFA 42.76 +1.50 42.49 +0.61 42.07 £ 0.58
MUFA 22.13+0.77 22.35+0.49 22.49+0.13
PUFA 20.62+1.11 20.14+0.24 19.58 + 0.61
ul 103.96 £ 4.21 102.54 £1.24 100.75 £ 2.08
Pl 88.57 +5.33 87.04+1.49 85.32+2.51
S/U 1.05 +0.07 1.84+0.14 1.12 £ 0.05
20:4/18:2 0.84 £ 0.06 0.85+0.10 0.75 +0.06
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Tabla IV.7: Composicidén de acidos grasos de la dieta suministrada a las codornices

Acido graso %
Cl6:0 18.36+£0.41
Cl6:1n7 -
C18:0 26.52 £ 0.96
C18:1n9 48.76 £ 0.29
C18:2n6 3.86 £ 0.58
C18:3n3 0.15+0.04

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes.

La Tabla IV.7 muestra que en la dieta predominan los acidos grasos saturados de
cadena larga y dcidos grasos no saturados, especialmente C18:1n9 y pequenas cantidades de

poliinsaturados con bajo contenido de dobles enlaces.

IV.2.2. Perfil de acidos grasos y quimioluminiscencia de mitocondrias y microsomas

obtenidos de higado, corazén y cerebro

Las muestras controles y peroxidadas de las organelas de higado y corazén no
mostraron diferencias significativas en cuanto a la emision luminica é quimioluminiscencia
(Figura. IV.1).

El perfil de acidos grasos, Ul y Pl de mitocondrias y microsomas de higado y de

corazon no fue alterado por el proceso de peroxidacién (Tablas IV.1, 2, 4 y 5; Figura IV.2).
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Figura IV.1. Quimioluminiscencia total producida por mitocondrias y microsomas de higado, de

corazdn y de cerebro (expresada como cpm/mg de proteina). * p < 0.001.

La composicidén de acidos grasos de mitocondrias y microsomas controles de cerebro fue
diferente. La relacién 20:4n6/18:2n6 fue 3.6 veces mayor en mitocondrias que en
microsomas (Tablas IV.3 y 6). La emision luminica de las muestras peroxidadas de
mitocondrias de cerebro fue significativamente mayor que la observada en las muestras
controles (Figura IV.1). Las mitocondrias peroxidadas presentaron ademds una disminucion
significativa de los acidos C20:4n6, C22:6n3 y de Ul y PI (Figura IV.2 y Tabla IV.3). En cambio,
en microsomas, la peroxidacion no modificé la composiciéon de acidos grasos, ni los indices

Uly Pl (Figura IV.2 y Tabla IV.6).
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Figura IV.2: indice de no saturacién de mitocondrias y microsomas obtenidos de higado, corazén y

cerebro de la codorniz. * p < 0.001.
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IV.3. DISCUSION

Si bien el porcentaje total de acidos grasos no saturados fue similar en todos los
organos examinados de codorniz (Coturnix coturnix japonica) la contribucién de cada acido
graso fue diferente. Las mitocondrias y microsomas de cerebro poseen un mayor contenido
de C20:4n6 y de C22:6n3 que las organelas de higado y de corazdén.

Estudios simultdneos del perfil de acidos grasos de la dieta y de las mitocondrias y
microsomas de higado, corazdn y cerebro muestran que la composicidén de acidos grasos de
la dieta no es responsable de las diferencias observadas en el contenido de dobles enlaces
de los 4acidos grasos presentes en dichas organelas. Este analisis coincide con las
observaciones de Pamplona y col. (1999 b), quienes demostraron que el menor grado de no
saturacion de los acidos grasos hallado en las aves fue independiente de la composicidn de
la dieta. Las diferencias observadas en el perfil de los acidos grasos entre las organelas de los
tejidos estudiados podrian estar correlacionadas a la regulacion homeostatica de cada
organo (Maresca y col., 1993; Salem y col., 2001). El control del grado de no saturacién de
los lipidos de la membrana se ha atribuido a una retroalimentacién negativa de genes de
transcripcién de las desaturasas dependiente de la composicidn lipidica (Maresca y col,
1993; Vigh y col., 1993) y a la modulacidn de desaturasas por el estado metabdlico-hormonal
(Guéraud y Paris, 1997).

En este estudio demostramos que las mitocondrias y microsomas de higado y
corazén de la codorniz, especie que muestra un envejecimiento rapido, presentan una baja
sensibilidad a la peroxidacién lipidica (Ottinger, 2001; Holmes y col., 2001). Estos resultados
sugieren que aves de corta vida, de manera similar que las longevas, poseen una alta
resistencia al ataque producido por los ROS. Entre los mecanismos de defensa de la
codorniz, la composicidén de acidos grasos puede jugar un papel importante en la resistencia
a la peroxidacién lipidica. En mitocondrias de cerebro observamos una relaciéon estrecha
entre la sensibilidad del tejido a la peroxidacion lipidica in vitro y el contenido de acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (C20:4n6 y C 22:6n3). Sin embargo, aunque los
microsomas de cerebro poseen una alta concentracién de acidos grasos poliinsaturados,
ellos fueron resistentes a la peroxidacién lipidica. Es importante sefialar que los microsomas

de cerebro presentaron un aumento en el contenido de C18:2n6 con una disminucién
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paralela en el C20:4n6 con respecto a las mitocondrias de cerebro. Estas diferencias y otros
factores podrian estar involucrados en la baja sensibilidad a la peroxidacion lipidica
observada en los microsomas. El hallazgo mas interesante fue que las organelas de higado y
corazon de la codorniz (ave pequefia y de corta vida), posean acidos grasos con bajo grado
de no saturacioén, similar a lo observado en las aves longevas y esto podria conferirles a estos

organos una mayor resistencia a la peroxidacion lipidica.
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Capitulo V paloma (Columba livia)

V.1. INTRODUCCION

Barja y col. (1994) han demostrado que las mitocondrias de cerebro, pulmén e
higado de paloma producen menos ROS que las mitocondrias obtenidas de rata. Estudios
posteriores realizados por Pamplona y col. (1996) mostraron resultados similares.

La baja tasa de produccién de ROS mitocondrial en la paloma podria ser parcialmente
responsable de su longevidad. Barja y col. (1994) y Lépez-Torres y col. (1993) han propuesto
gue las mitocondrias de humano presentan una capacidad similar a la de paloma.

Teniendo en cuenta la relevancia de los hallazgos anteriormente mencionados vy
siguiendo nuestros objetivos elegimos para este estudio a la paloma por ser de facil
obtencidn, similar tamafio corporal al de la rata de laboratorio y con caracteristicas similares
a la de los animales longevos. Estas razones la convierten en un importante modelo para
poder realizar estudios en el laboratorio.

En este Capitulo el objetivo fue analizar la composicion de acidos grasos y sensibilidad
a la peroxidacion lipidica en mitocondrias y microsomas de higado, corazén y cerebro de la

paloma (Columba livia).

V.2. RESULTADOS

V.2.1. Composicion de acidos grasos de lipidos totales de mitocondrias y microsomas

obtenidos de higado, corazén y cerebro de paloma (Columba livia)

El C16:0 y C18:0 fueron los acidos grasos saturados mas abundantes de las
mitocondrias y microsomas de higado, corazén y en mitocondrias de cerebro (Tablas V.1-5).
La concentracién de d4cidos grasos no saturados fue de aproximadamente 50% en
mitocondrias y microsomas de higado y corazén y alrededor de un 40% en mitocondrias de
cerebro. En ambas organelas el acido graso monoetilénico predominante fue el C18:1n9. El
contenido de acidos grasos monoetilénicos de ambas organelas de todos los drganos
estudiados fue aproximadamente de 25%. El contenido de acidos grasos poliinsaturados de
las organelas vario entre 25 y 35 %. El porcentaje de acido linoleico fue 36 veces mayor en

las organelas de higado y corazén que en las mitocondrias de cerebro. El contenido de acido
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C20:4n6 fue de aproximadamente 8 % en mitocondrias y 4 % en microsomas de los érganos
estudiados. El porcentaje del acido docosahexaenoico fue de 2 % en mitocondrias de higado

y corazén y 8 % en mitocondrias de cerebro. Las mitocondrias y microsomas de higado y

corazon presentaron un similar indice de no saturacién.

Tabla V.1: Composicidon porcentual de 4cidos grasos de mitocondrias de higado de paloma

(Columba livia)

Acido graso Nativo Control Peroxidado
C16:0 17.08 £ 0.81 16.04 +1.50 17.31+2.29
Cl16:1n7 3.50+0.18 3.44 £ 0.64 4.52 +1.03
C18:0 14.42 +1.03 15.90 + 3.16 13.33+1.68
C18:1n9 2391 +1.12 23.22+3.83 29.13 +6.40
C18:2n6 25.83+1.48 26.08 £3.19 9.61+1.32*
C18:3n3 0.64 £0.20 0.38+0.21 1.40+0.91
C20:4n6 7.13+0.55 7.05 +1.85 0.90 + 0.35*
C22:6n3 2.54+0.33 2.37+0.31 -

SFA 31.50+1.55 31.44 £3.40 30.63 £3.95

UFA 63.54+0.42 61.42 £5.13 45.55+7.36
MUFA 27.40+1.30 25.82+5.29 33.65+7.28
PUFAs 36.14 £ 3.37 35.62+3.85 11.91+0.74
S/ U 0.50+£0.04 0.51+0.09 0.68 £ 0.06
Ul 124,73 +10.91 119.34 + 10.58 60.75 + 7.81*
Pl 76.63 £2.35 74.67 £1.37 16.31+ 2.02**

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes Las diferencias

significativas entre los grupos control y peroxidado estan indicados por *p < 0.05; **p < 0.01.
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Tabla V.2: Composicion porcentual de acidos grasos de microsomas de higado de paloma

(Columba livia)

Acidos graso Nativo Control Peroxidado
Cl6:0 18.28 £ 0.84 17.12+£2.73 23.81+1.75
Cl16:1n7 5.75+0.87 5.75+2.63 4.70 £ 1.45
C18:0 15.66 £1.11 15.65 +3.27 18.05 +2.45
C18:1n9 22.58 £4.10 22.58 £4.16 23.43+£6.22
C18:2n6 26.14+2.36 26.14 +2.08 15.26 £ 3.02*
C18:3n3 0.42 +0.10 0.42+0.10 -
C20:4n6 7.05+1.11 7.05+1.32 3.25 +0.59*
C22:6n3 1.50 £ 0.25 1.50 £ 0.22 0.6 £0.02
SFA 33.94+1.25 31.77+3.43 41.86 + 3.47
UFA 61.09 +4.54 61.09+1.76 47.33+2.55
MUFA 28.33+4.42 28.32+4.89 28.14+0.89
PUFAs 35.11+4.34 35.11+4.35 19.11 + 3.64
S/ U 0.55+0.07 0.53+£0.04 0.87 £0.15
ul 118.07 £+ 10.73 118.05+9.41 72.85 + 6.84*
PI 69.65 + 4.25 69.07 £ 6.02 34.65 + 2.82*

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias

significativas entre los grupos control y peroxidado estan indicados por * p < 0.05.
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Tabla V.3: Composicidn porcentual de dcidos grasos de mitocondrias de corazén de paloma

(Columba livia)

Acido graso Nativo Control Peroxidado
Cl6:0 14.17 £0.01 14.16 £ 2.29 19.37 £2.29
Cl16:1n7 3.20+0.01 3.22£0.97 4.80+£0.94
C18:0 10.33£0.02 10.30+0.49 15.32+3.54
C18:1n9 22.10+0.04 22.09+2.34 23.92£2.02
C18:2n6 2490+ 1.16 26.43 +3.51 24.98 +4.48
C18:3n3 1.10 £ 0.05 1.05+0.34 4.89 +2.25
C20:4n6 7.84 £0.50 9.32+0.91 8.61+1.62
C22:6n3 2.28+0.19 230041 5.25+3.58
SFA 24.50+0.02 24.46 +2.48 34.69+4.71
UFA 61.43 +0.57 61.48 +5.83 69.67 +2.74
MUFA 25.30+£0.05 24.50 +3.90 28.87+2.49
PUFAs 36.13+0.52 36.98 + 8.00 40.95 +2.97
S/ U 0.40£0.01 0.39£0.03 0.49 £ 0.07
ul 123.45+0.77 131.60+7.53 134.04 £ 14.94
PI 77.33+2.56 84.84+7.01 111.92 +10.60

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes
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Tabla V.4: Composicidon porcentual de acidos grasos de microsomas de corazén de paloma

(Columba livia)

Acido graso Nativo Control Peroxidado
C16:0 19.77+1.41 20.08 £ 0.93 20.50 £ 3.59
Cl6:1n7 6.52 £+ 0.37 6.76 +1.81 -
C18:0 9.25+0.24 9.31+1.72 11.15+1.65
C18:1n9 29.27 +7.10 29.28 £7.99 18.16 +1.37
C18:2n6 23.66 £ 4.86 22.45+7.42 12.02 +1.98
C18:3n3 2.88+1.01 3.10+1.94 1.66+0.44
C20:4n6 4.18 +0.32 3.88+0.78 7.40 +2.58
C22:6n3 3.35+£0.10 3.27 £0.17 3.25+1.93
SFA 29.02+1.18 28.90 £ 2.08 31.73+4.33
UFA 69.86 + 3.88 62.92 +10.70 40.95 +2.97
MUFA 35.79+7.46 32.67 +11.29 23.52+1.81
PUFAs 34.07 £3.80 30.25+7.47 41.69+2.17
S/ U 0.42 £0.01 0.47 +£0.10 0.76 £0.15
ul 128.57 £ 0.90 110.01 +18.14 89.20+ 14.16
Pl 73.83+£3.70 66.67 £ 6.80 71.39+3.25

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes.
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Tabla V.5: Composicidn porcentual de acidos grasos de mitocondrias de cerebro de paloma

(Columba livia)

Acido graso Nativo Control Peroxidado
C16:0 25.51+3.39 2467 +1.14 35.47 +0.93
C16:1n7 1.11 +0.09 1.13 +0.07 1.54+0.27
C18:0 25.52+2.52 28.04 +2.32 29.17+2.24
C18:1n9 21.09+1.72 21.19+1.75 23.92+2.28
C18:2n6 0.80+0.21 0.60 £0.13 0.61£0.15
C18:3n3 0.08 £0.01 0.12+0.03 0.13+0.04
C20:4n6 12.70 £ 1.07 8.83+£1.83 4.62 £0.70*
C22:6n3 13.14+2.04 8.46+0.94 2.78 £ 0.91**
SFA 51.03 +3.10 52.71+1.18 64.64 + 2.59**
UFA 48.92 +2.50 40.33+3.98 36.60+4.14
MUFA 22.20+1.81 22.32+1.68 25.46 +2.54
PUFAs 26.76 £ 1.62 18.02 £2.48 8.14 +£1.73**
S/ U 1.05+0.12 1.32+0.15 1.96 £ 0.32
Ul 153.65 + 11.17 109.98 + 13.09 62.24 + 10.67**
Pl 137.43 +10.20 102.98 + 14.19** 42.25 +12.37 **

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes Las diferencias

significativas entre los grupos controles y peroxidados estan indicados por *p <0,05; **p <0,01.
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Tabla V.6. Composicidn de acidos grasos de la dieta suministrada a las palomas

Acido graso %
C16:0 15.80 + 0.25
C16:1n7 -
C18:0 22.92 +0.26
C18:1n9 45.93 +£0.43
C18:2n6 3.15+0.23
C18:3n3 1.17 +0.08

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes.

La tabla V.6 muestra que en la dieta predominan los acidos grasos saturados de
cadena larga y acidos no saturados, especialmente C18:1n9 y pequefas cantidades de

poliinsaturados con bajo contenido de dobles enlaces.

V.2.2. Quimioluminescencia de mitocondrias y microsomas de higado, corazon y cerebro:

perfil de acidos grasos

No hubo diferencias estadisticamente significativas en la emisidon de luz entre las
muestras control y peroxidadas cuando se utilizaron las organelas de corazén (Figura.V.1).
El perfil de acidos grasos, Ul de mitocondrias y microsomas de corazén no fue alterado por el
proceso de peroxidacion (Tablas V.3 y 4).

En cambio, la emisidn de luz fue estadisticamente significativa en mitocondrias de
cerebro y en las organelas de higado (Fig. V. 1). Estas organelas presentaron valores de
emisién luminica entre 5 y 3 veces mayores que las producidas por las muestras controles.
Las mitocondrias de cerebro y las organelas de higado peroxidadas mostraron ademas una

disminucidn significativa de los dcidos C20:4n6, C22:6n3, Ul y Pl (Tablas V.1, 2y 5).

75



Capitulo V paloma (Columba livia)
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Figura V.1. Quimioluminiscencia total producida por mitocondrias y microsomas de higado, corazén y

cerebro (expresada como cpm/mg de proteina). * p < 0.001; ** p < 0.0001.

V.3. DISCUSION

Las aves son Unicas, puesto que pueden combinar altos consumos de oxigeno con
altas tasas de vida. Una situacion similar esta presente en primates, incluyendo los seres
humanos, que muestran maximos de vida superiores a los estipulados por el consumo de
oxigeno (Lépez-Torres y col., 1993; Barja y col., 1994).

Estudios previos muestran que las mitocondrias de paloma producen menos ROS por
unidad de oxigeno consumido que las mitocondrias de rata (Barja y col., 1994; Ku y Sohal,
1993).

En este estudio observamos que las mitocondrias y microsomas de higado, corazén y
cerebro de Columba livia muestran un alto contenido de C18:1n9. Estos acidos grasos
también fueron hallados en alto porcentaje en mandn, codorniz, canario y periquitos
(Pamplona vy col., 1999 b).

Las mitocondrias de cerebro poseen un mayor contenido de C20:4n6 y de C22:6n3

que las organelas de higado y de corazén. Si bien entre los vertebrados hay pequeias
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diferencias en la composicion de d&cidos grasos del cerebro, estd claro que hay un
requerimiento especifico y funcional de altas concentraciones de C22:6n3 (Else y Wu, 1999;
Farkas y col., 2000; Turner y col., 2005).

Las organelas de higado fueron menos afectadas por el proceso de peroxidacion
lipidica que las mitocondrias de cerebro lo que podria deberse a la disminucién en los acidos
grasos C20:4n6 y C22:6n3 y a un aumento del C18:2n6.

Las mitocondrias y microsomas de corazon no fueron afectadas por la peroxidacioén lo
que podria atribuirse al alto porcentaje de C18:1n9 y C18:2n6 hallado en estas organelas.

El analisis comparativo del perfil de acidos grasos de la dieta y de las mitocondrias y
microsomas de todos los drganos examinados muestra que la composicién de acidos grasos
de la dieta no es la responsable de las diferencias observadas en el contenido de dobles
enlaces de las organelas. Nuestros datos coinciden con estudios previos realizados en cepas
de ratones y aves como canarios y cotorritas (Pamplona y col., 2002, 1999b; Miller y col.,
2002; Hulbert y col., 2006) los que sostienen que la dieta tiene una influencia limitada sobre
la composicién de dacidos grasos. Si bien no se tiene un conocimiento acabado de los
mecanismos responsables, la composicion de acidos grasos de la membrana parece ser un
parametro genéticamente regulado, especifico para cada especie.

Podemos concluir diciendo que los érganos que presentaron mayores porcentajes de
acidos grasos con menor numero de dobles ligaduras fueron los mas resistentes al dafio

oxidativo.
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Capitulo VI pato (Cairina moschata)

VI.1. INTRODUCCION

Los microsomas y mitocondrias obtenidos de varios mamiferos (Wright y col., 1979,
Vladimirov y col., 1980; Catala y col., 1994, Catala, 2010, 2011) y diversas especies de aves
(Gutiérrez y col., 2000; Pamplona y col., 1999a; Barja y col.,, 1994) son susceptibles a la
peroxidacién lipidica.

Estudios previos sugieren.que las mitocondrias aviares producen menos ROS y de
esta manera logran un menor dafio celular (Barja y col., 1994a; Holmes y Austad 19953, b;
Hulbert y col., 2007; Lambert y col. 2007; Holmes y Martin, 2009).

En la mayoria de dichos estudios la resistencia de las membranas de las celulas
aviares al ataque de los ROS fue evaluada por métodos in vitro.

Con el fin de aportar nuevos datos, examinamos en este capitulo el perfil de acidos
grasos y la peroxidacion lipidica no enzimatica de mitocondrias y microsomas obtenidos de

higado, corazén y cerebro de pato (Cairina moschata).

VI.2. RESULTADOS

VI.2.1. Composicion de acidos grasos obtenidos de lipidos totales de mitocondrias y

microsomas de higado, corazon y cerebro

El C16:0 y C18:0 fueron los acidos grasos saturados madas abundantes de las
mitocondrias y microsomas de higado, corazén y cerebro.

El contenido de acidos grasos no saturados fue de aproximadamente un 50 %, con
prevalencia del C18:1n9.

En higado y corazén el contenido de los acidos grasos poliinsaturados decrece en

el siguiente orden: C20:4n6> C18:2n6 > C 22:6n3. (TablasVI 1-6).
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VI.2.2. Perfil de acidos grasos y quimioluminiscencia de mitocondrias y microsomas

obtenidos de higado

La composicion de acidos grasos de los lipidos totales aislados de mitocondrias y
microsomas de higado fue diferente. La relacién 18:2n6 / 20:4n6 fue 1.3 veces mayor en
microsomas que en mitocondrias y la relacién 20:4 n6 / 22:6 n6 fue 1 vez mayor en
mitocondrias que en microsomas (Tablas VI.1y 2).

La emisidon de luz fue 4.8 y 2 veces mayor en microsomas que en mitocondrias
cuando se las sometidé a lipoperoxidacion (Figura.VI.1). Las Tablas VI.1 y 2 muestran la
composicion de acidos grasos de lipidos totales de mitocondrias y microsomas controles y
peroxidados. Las organelas de higado peroxidadas mostraron una disminucion significativa

de los acidos C20:4n6, C22:6n3, Ul y PI.
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Tabla VI.1.: Composicién porcentual de acidos grasos de mitocondrias de higado de Cairina

moschata

Acido graso Nativo Control Peroxidado
Cl6:0 24.22+2.94 26.25+4.44 32.32+131
Cl16:1n7 1.30+0.49 1.43 +£0.95 1.41+0.44
C18:0 12.72+£1.10 17.36 £2.79 18.94 £ 2.39
C18:1n9 22.48 +£2.86 21.45+2091 26.00 £ 3.32
C18:2n6 6.91+1.15 6.72 +1.28 6.36 +1.48
C18:3n3 - - -
C20:4n6 11.75£3.25 13.46 £ 1.40 8.86 £0.71*
C22:6n3 4.47 +1.02 3.92+141 1.36£0.18
SFA 36.94 +2.60 43.61+1.75 51.26+1.14
UFA 46.91 +2.59 46.64 £ 2.05 43.98 +1.72
MUFA 23.78 £ 3.06 22.55+3.17 27.41 +3.37
PUFAs 23.12+4.12 24.09+2.78 16.58 £ 1.65*
S/ U 0.70£0.13 0.94 £ 0.04 1.17 £ 0.06**
ul 111.43 +14.04 113.36 + 11.29 83.71+0.70*
PI 90.26 + 19.29 95.51+18.31 53.35+2.31*

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias

significativas entre los grupos controles y peroxidados estan indicados por *p < 0.05; **p < 0.001.
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Tabla VI.2.: Composicién porcentual de acidos grasos de microsomas de higado de

Cairina moschata

Acido graso Nativo Control Peroxidado
Cl6:0 29.39+0.93 29.17 £ 0.99 39.86 +0.95
Cl16:1n7 3.90 £ 0.65 1.63+£0.28 -

C18:0 13.82+£2.39 14.59 £ 2.16 14.37 £3.50
C18:1n9 31.27 £3.04 29.31+4.14 32.01+4.00
C18:2n6 6.45 + 0.40 5.42+0.91 3.98 +£0.87
C18:3n3 - 0.39+0.35 0.20 £ 0.06
C20:4n6 8.22+2.43 9.76 £2.58 4.10+0.61*
C22:6n3 3.27+0.73 3.49+1.03 0.89 +£0.48*
SFA 43.22+1.95 43.74 £1.16 54.23 +4.45

UFA 53.13+1.10 50.04 +1.20 42.10 + 3.18*
MUFA 35.18 +3.48 30.94+4.33 32.66 +4.32
PUFAs 17.28 £2.79 19.09 +£3.18 9.41+1.11*
S/ U 0.81 £ 0.05 0.86 £ 0.03 1.28 +0.18*
ul 101.00 + 7.80 102.86 + 10.14 62.57 + 2.44**
PI 70.17 £15.12 73.70 £ 19.62 28.91 + 6.42*

Los datos son expresados como la media = SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias

significativas entre los grupos controles y peroxidados estan indicados por *p < 0.05; **p < 0.001.
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Tabla VI.3.: Composicidn pocentual de acidos grasos de mitocondrias de corazén de

Cairina moschata

Acido graso Nativo Control Peroxidado
Cl6:0 20.58 £ 0.66 22.14+1.18 28.06 +0.71
Cl16:1n7 3.05+0.77 1.52 £+ 0.47 241+1.06
C18:0 11.15+0.43 11.96 £ 0.58 8.15+0.99
C18:1n9 28.20 £ 4.06 31.23+£3.00 37.45+2.36
C18:2n6 15.01 £ 0.80 13.51 +3.06 9.71+1.83
C18:3n3 0.51+0.24 0.11+0.03 0.12+0.03
C20:4n6 17.39£2.32 18.10 £ 0.94 5.17 £ 1.34**
C22:6n3 0.89 +£0.07 0.83 +0.07 0.30+0.11*
SFA 31.75+0.81 34.10+ 1.47 36.22+1.70
UFA 65.07 +2.13 65.32 +5.69 55.18 +3.96
MUFA 31.25+4.49 32.76 £3.61 39.87+2.85
PUFAs 33.82+2.61 32.56 +4.05 15.32 £2.47*
S/ U 0.48 £ 0.02 0.52 £ 0.06 0.68 £ 0.06
ul 137.72 £5.69 137.50 + 11.21 82.21 + 7.30*
PI 92.71+£13.70 79.04 £ 11.80 34.02 + 5.25*

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias

significativas entre los grupos control y peroxidado estan indicados por *p < 0.01; **p < 0.001.
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Tabla VI.4.: Composicién porcentual de acidos grasos de microsomas de corazén de Cairina

moschata

Acido graso Nativo Control Peroxidado
C16:0 29.84 +2.26 30.65+1.75 30.21+2.46
Cl6:1n7 4.66 £ 0.47 3.46+£0.23 3.41+0.37
C18:0 13.52+£0.79 12.88+0.8 841+1.11
C18:1n9 26.71+2.18 2495 +0.70 24.65+0.61
C18:2n6 7.76 £1.40 8.11+1.40 8.35+1.04
C18:3n3 0.95+0.10 - -

C20:4n6 13.39+1.31 12.97 £1.59 13.89 £ 0.67
C22:6n3 1.97 £0.38 1.68 £0.40 2.37+0.20
SFA 43.36+1.60 43.53+1.48 39.29+2.52
UFA 54.79 £ 0.48 51.21+2.52 52.65+1.46
MUFA 30.71+£2.05 28.42 +0.47 28.07 £ 0.26
PUFAs 24.08 +2.27 22.79+2.49 2458 +1.52
S/ U 0.79 £0.03 0.84 £ 0.07 0.74 £ 0.05
ul 114.93 +£3.92 106.65 + 6.36 114.39 £ 3.69
PI 79.76 £ 3.45 74.14 £ 5.65 83.57+4.381

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes
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VI.2.3. Perfil de acidos grasos y quimioluminiscencia de mitocondrias y microsomas

obtenidos de corazén

La composicidon de acidos grasos de mitocondrias y microsomas de corazén fueron
diferentes. La relacién 18:2 n6 / 20:4 n6 fue 2 veces mayor en mitocondrias que en
microsomas y la relacion 20:4 n6 / 22:6 n3 fue 2.9 veces mayor en mitocondrias que en
microsomas. El Ul fue 1.2 veces mayor en mitocondrias que en microsomas (Tablas VI 3 y 4).
La emisidon de luz fue estadisticamente significativa en las mitocondrias, pero no en
microsomas observandose una disminucién significativa del C20:4n6 y (C22:6n3 en

mitocondrias peroxidadas con respecto a las controles (Figura.VI. 1y las Tablas VI 3y 4.)

VI.2.4. Perfil de acidos grasos y quimioluminiscencia de mitocondrias y microsomas

obtenidos de cerebro

Desde el punto de vista de la no saturacion, el cerebro fue el érgano que presentd un
mayor contenido de C22:6n3.

La relacién 18:2 n6 / 20:4 n6 fue 18 veces mayor en microsomas que en mitocondrias
y la relacién 20:4n6 / 22:6n3 fue de 1.5 veces mayor en microsomas que en mitocondrias. El
Ul fue 1.4 veces mayor en mitocondrias que en microsomas. (Tablas VI 5y 6). La emision de
luz fue estadisticamente significativa en mitocondrias, pero no en microsomas (Figura VI.1),
observandose una disminucién significativa en el contenido de C20:4n6 y C22:6n3 en las
mitocondrias peroxidadas. Los microsomas no fueron afectados por el proceso de

peroxidacién y el perfil de acidos grasos no fue modificado (TablasVI 5y 6).
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Tabla VI.5.: Composicién porcentual de acidos grasos de mitocondrias de cerebro de Cairina

moschata

Acido graso Nativo Control Peroxidado
Cl6:0 21.97 £ 0.63 24.85+0.32 24.69 +3.26
Cl16:1n7 1.30+0.45 0.78 £0.30 8.53 £1.07***
C18:0 19.47 £0.31 20.42+1.73 21.98+0.51
C18:1n9 20.45+0.50 21.78 £1.16 2297 +£1.80
C18:2n6 0.70+£0.36 1.80+0.18 1.74 £ 0.52
C18:3n3 - - -
C20:4n6 9.79 £ 0.40 9.12£0.45 5.86 £ 0.68**
C22:6n3 17.02£0.78 14.99+0.74 7.29 £ 1.47**
SFA 41.44 £0.92 45.27 +£1.43 46.66 + 3.74
UFA 49.25+0.51 48.47 +£1.76 46.39 + 3.46
MUFA 21.75+0.26 22.56+1.14 31.50 + 2.86*
PUFAs 27.51+0.71 25.91+0.69 14.89 + 1.50***
S/ U 0.84 £0.01 0.93 £0.03 1.01+0.01*
ul 164.41 + 4.82 152.58 £ 5.13 102.15 £ 10.32**
PI 176.56 + 11.22 158.76 £ 7.19 84.26 + 16.11**

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias
significativas entre los grupos controles y peroxidados estan indicados por *p < 0.05; **p < 0.001;

*#xp < 0.0001.
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Tabla VI.6.: Composicién porcentual de acidos grasos de microsomas de cerebro de Cairina

87

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes

moschata
Acido graso Nativo Control Peroxidado
C16:0 34.21+0.33 31.77 £3.29 27.08 +1.04
Cl6:1n7 4.24 +£0.24 6.52 £0.27 5.28 +0.76
C18:0 18.33+£1.06 22.69+2.41 2248 +1.75
C18:1n9 21.30+£1.29 20.98 £1.61 23.60 £3.14
C18:2n6 7.93+0.14 7.42+1.79 5.36 £0.12
C18:3n3 0.46 £ 0.07 0.52+0.17 0.41+0.07
C20:4n6 6.44 £ 0.22 3.50 £ 0.60 2.75+0.19
C22:6n3 7.76 £0.53 5.07 £0.10 5.03 +£0.05
SFA 52.54 +0.85 54.46 + 3.55 49.55+1.34
UFA 48.12 +0.98 44.02 +3.15 42.43 +2.67
MUFA 25.54+1.36 27.50+1.83 28.87 +2.47
PUFAs 22.58 £ 0.45 16.51 +£2.03 13.56 £ 0.39
S/ U 1.09 £ 0.04 1.24+0.04 1.17 £0.10
ul 115.06 + 1.49 88.35+5.70 82.02+3.18
PI 62.08 £1.17 63.52 £3.31 57.81+1.15
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Figura VI.1. Quimioluminiscencia total producida por mitocondrias y microsomas de higado, corazén
y cerebro (expresada como cpm/mg de proteina) de (Cairina moschata). Los datos son expresados
como la media + SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias estadisticas entre las

muestras controles y peroxidadas fueron indicadas por *** p < 0.0001.

VI.2.5. Composicion de acidos grasos de la dieta

La Tabla VI.7 muestra que en la dieta predominan los acidos grasos saturados de
cadena larga y acidos grasos no saturados, especialmente C18:1n9 y C18:2n6 y pequeiias
cantidades de C18:3n3, no hallandose &acidos grasos poliinsaturados como C20:4n6 vy

C22:6n3.
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Tabla VI.7: Composicidén de acidos grasos de la dieta suministrada a los patos

Acido graso %
Cl16:0 14.79+0.24
C16:1n7 -
C18:0 20.01 £ 0.02
C18:1n9 26.59 £ 0.56

~AaAn A -~ AA A . A Aa

Los datos son expresados como la media + SD

VI.3. DISCUSION

Las mitocondrias y microsomas de corazén, higado y cerebro de C. moschata
muestran un alto contenido de C18:1n9. Este acido graso también se encuentra en alto
porcentaje en paloma (Pamplona y col., 1996; Gutiérrez y col., 2000), canario y cotorrita
australiana (Pamplona y col., 1999b). Las mitocondrias y microsomas de higado de pato
poseen un alto contenido de &acidos grasos poliinsaturados, principalmente C20:4n6 vy
C22:6n3. Ambas organelas de corazén tienen aproximadamente el mismo contenido de
acidos grasos no saturados que las organelas de paloma (Capitulo V). En ambas especies se
hallé un alto porcentaje de C20:4n6. Sin embargo en las organelas de palomas al igual que
en los microsomas de pato se hallaron altos niveles de C18:2 y un bajo Pl con respecto a las
mitocondrias de pato. El perfil de acidos grasos seria el determinante de las diferencias en la
emision de luz en estas organelas y estaria implicado en la proteccidn observada en
mitocondrias de paloma y microsomas de corazén de ambas especies , preservando de esta
manera la funcién cardiaca.

Las mitocondrias de cerebro poseen un alto contenido de 22:6n3, que se
correlaciona con una elevada produccién de ROS. Los microsomas poseen un alto contenido
de acidos grasos poliinsaturados, principalmente C20:4n6 y C22:6n3. Sin embargo no hubo

correlacién entre el contenido en acidos grasos poliinsaturados y la emision de luz. Es
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posible que la proteccién contra el dafio oxidativo esté relacionada a las importantes
funciones fisioldgicas que cumplen los acidos araquidonico y docosahexaenoico en el
cerebro.

Como hemos visto en los capitulos anteriores y en investigaciones llevadas a cabo en
otros laboratorios (Pamplona y col., 2002, 1999), la dieta no fue la responsable de la
composicion de acidos grasos de las organelas estudiadas. Esto refuerza la idea de un control

genético por parte de las células aviares contra el dafio oxidativo.
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Capitulo VII ganso (Anser anser)

VIl.1. INTRODUCCION

En ensayos anteriores, se observo una estrecha relacion entre la sensibilidad del
tejido a la peroxidacién lipidica in vitro y el contenido de acidos grasos poliinsaturados en
mitocondrias de higado, corazén y cerebro de pato (Capitulo VI).

Consecuentemente con los resultados hallados y con los objetivos planteados, en
este capitulo se continud con el estudio del perfil de acidos grasos y la peroxidacién lipidica
in vitro en mitocondrias y microsomas obtenidos de higado, corazén y cerebro de ganso
(Anser anser), especie seleccionada por tener un mayor tamafio corporal que las otras

especies anteriormente examinadas y por la facilidad de obtencién.

VII.2. RESULTADOS

VII.2.1. Composicion de acidos grasos de lipidos totales de mitocondrias y microsomas

obtenidos de higado, corazén y cerebro de ganso.

Los acidos grasos saturados de cadena larga presentes en las mitocondrias y
microsomas obtenidos de higado, corazén y cerebro fueron principalmente C16:0 y C18:0,
en un porcentaje de aproximadamente 30-40%. Las mitocondrias y microsomas de higado y
corazon contienen aproximadamente 53-64 % de dacidos grasos no saturados con un
predominio de acido oleico y acido linoleico (C18:1n9 + C18:2n6 aproximadamente 50 %) y
un bajo contenido en los acidos araquiddénico y docosahexaenoico (C20:4n6 + C22:6n3

aproximadamente 4%). (Tablas VII 1-4).
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Tabla VII.1: Composicién porcentual de acidos grasos de mitocondrias de higado de ganso.

Acido graso Nativo Control Peroxidado
Cl6:0 22.59+1.37 22.49+1.36 21.19+0.19
C16:1n7 3.06 £ 0.27 2.68£0.35 2.83+0.25
C18:0 18.86 £ 0.16 16.13 £0.85 15.82 £ 0.56
C18:1n9 37.74£1.01 37.07 £0.38 36.71+£0.33
C18:2n6 16.89 £ 0.88 17.12+0.11 17.45 +£0.40
C18:3n3 0.51 +0.07 0.69 +0.04 0.70 £ 0.06
C20:4n6 2.43+£0.32 2.74 £0.30 2.72+0.10
C22:6n3 1.38 +0.09 1.17 +0.08 1.38 +0.32
SFA 41.45+0.29 38.63+1.22 37.02 £ 0.68
UFA 62.01 +0.53 61.47 £ 0.26 61.81 +0.62
MUFA 40.45 £ 0.80 39.75+0.43 39.54+0.30
PUFAs 21.21+0.92 21.72+0.18 22.26 +0.37
S/ U 0.67 +£0.02 0.63 +0.02 0.60+£0.02
ul 94.11+1.60 94.04 +£0.33 95.75+1.78
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Tabla VII.2: Composicidn porcentual de acidos grasos de microsomas de higado de ganso.

Acido graso Nativo Control Peroxidado
C16:0 19.65+1.29 21.26 £ 2.26 21.11 +0.76
Cl16:1n7 2.67+0.17 231+0.11 2.38+0.32
C18:0 11.75+1.14 14.66 £ 0.48 15.50 £ 0.30
C18:1n9 27.03+1.13 26.29+1.32 25.07 £0.55
C18:2n6 21.42+2.41 21.76 £ 1.67 21.82£0.53
C18:3n3 0.34+0.12 0.37+0.14 0.80 £ 0.27
C20:4n6 443 +0.74 4.22+0.43 3.53+0.22
C22:6n3 1.19+0.36 1.34+0.29 1.37+0.16
SFA 31.39+2.21 35.92+2.04 36.62 £0.59
UFA 57.09+1.36 56.29 £ 2.55 5497 £0.32
MUFA 29.70+1.10 28.60+1.30 27.45+0.41
PUFAs 27.39+2.08 27.69 £ 1.98 27.52 +£0.09
S/ U 0.55+0.03 0.64 £ 0.06 0.67 £0.01
ul 98.44 +£3.12 98.15+4.34 95.85+1.21
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Tabla VII.3: Composicidn porcentual de acidos grasos de mitocondrias de corazén de ganso.

Acido graso Nativo Control Peroxidado
C16:0 21.97+2.24 32.77+3.24 31.33+0.69
Cl16:1n7 4.27 +0.36 4.41+0.35 3.47 £0.96
C18:0 7.85+1.62 15.27 +0.73 14.60 + 0.57
C18:1n9 32.78+1.94 32.64 £0.98 30.40+1.51
C18:2n6 23.31+241 21.49+£0.93 20.47 £0.48
C18:3n3 1.03+£0.18 1.06 £ 0.05 1.12 £ 0.07
C20:4n6 5.29+0.99 5.03+0.22 4.67 £0.31
C22:6n3 0.22 £0.08 1.21 +0.09 1.23 +0.09
SFA 29.82 £ 1.53 48.04 +3.97 45.93 +0.23
UFA 66.90 £ 2.57 65.85 1+ 1.47 61.36 £ 1.59
MUFA 37.05+1.78 37.05+1.14 33.87£0.95
PUFAs 29.85+3.11 28.80+£0.77 27.49 £ 0.67
S/ U 0.45 +0.03 0.73 £0.05 0.75+0.02
ul 109.24 £6.73 110.62 +2.23 104.23 + 2.69

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes.
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Tabla VII.4 Composicidén porcentual de acidos grasos de microsomas de corazén de ganso.

Acido graso Nativo Control Peroxidado
C16:0 2492 +1.46 28.31+1.23 25.92 +0.95
Cl16:1n7 3.91+0.37 3.82+0.08 3.790.18
C18:0 9.56+£1.02 10.59 + 0.15 10.48 +0.14
C18:1n9 9.44 +0.63 10.46 £ 0.39 10.02 £+ 0.37
C18:2n6 36.69+1.73 30.71+1.84 30.63 +£2.26
C18:3n3 0.78 £ 0.03 0.98 + 0.03 0.85+0.12
C20:4n6 1.72+0.04 1.48 +0.22 1.51+0.51
C22:6n3 0.76 £ 0.07 0.77 £0.05 0.79 £0.07
SFA 34.48 +£2.05 38.90+1.08 36.41 +1.07
UFA 53.30 £ 2.07 48.22 +1.98 47.60 + 2.80
MUFA 13.34£0.42 14.28 +0.41 13.81+0.43
PUFAs 39.95+1.80 33.95+1.78 33.78 £2.85
S/ U 0.65 + 0.06 0.81 +0.06 0.77 £0.06
ul 100.53 +4.10 89.19 + 3.67 88.42 + 6.64

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes.

Si bien las organelas de cerebro mostraron porcentajes de acidos grasos no saturados
similares a los hallados en higado y corazén, el contenido de C20:4n6 + C22:6n3 fue mas alto
(aproximadamente 16%). Las mitocondrias de cerebro mostraron un menor contenido de

C18:1n9 + C18:2n6 (40 %) que los microsomas (45 %). (Tablas VII.5 y 6).
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Tabla VII.5: Composicién porcentual de acidos grasos de mitocondrias de cerebro de ganso.

Acido graso Nativo Control Peroxidado
Cl6:0 23.50+0.79 20.61 +0.57 26.43+1.01
Cl16:1n7 3.22+0.17 241+0.22 2.55+0.60
C18:0 19.52 +£0.72 18.19 +£0.48 19.80 £ 1.04
C18:1n9 1494 +1.33 13.79+1.16 15.52 £ 0.25
C18:2n6 24.82 +0.53 31.53+0.89 30.03+0.21
C18:3n3 0.19+0.01 0.30+0.01 0.27£0.01
C20:4n6 6.47 £0.30 6.65+0.20 0.75 £ 0.08**
C22:6n3 10.73 £ 0.36 8.37+£0.08 2.15+0.12**
SFA 43.02+0.13 38.81+0.26 46.03 £ 1.47*
UFA 60.37 +2.33 63.05+0.21 51.27 + 0.89**
MUFA 18.15+1.50 16.20+1.01 18.07 £0.73
PUFAs 42.21+1.05 46.85+0.93 33.20+0.26**
S/ U 0.71+£0.03 0.62 £ 0.00 0.90 £ 0.03**
ul 158.64 £ 5.12 157.00+1.21 94.86 + 1.38**

Los datos son expresados como la media £ SD de 3 experimentos independientes Las diferencias

significativas entre los grupos controles y peroxidados estan indicados por *p < 0.01; ** p < 0.001.
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Tabla VII. 6: Composicién porcentual de dcidos grasos de microsomas de cerebro de ganso.

Acido graso Nativo Control Peroxidado
C16:0 20.60 £ 1.07 20.57 £ 1.60 23.09+1.11
Cl16:1n7 2.76 £0.49 3.21+0.62 3.55+0.12
C18:0 12.89 + 0.55 14.42 + 0.85 12.56 + 0.50
C18:1n9 13.91+1.33 13.23+1.49 12.97 +2.36
C18:2n6 31.24+1.90 32.20+0.65 34.15 +0.47
C18:3n3 0.28 £ 0.06 0.28 £ 0.03 0.27 £0.03
C20:4n6 3.97 £ 0.65 4.24 +0.16 4.39+0.35
C22:6n3 10.68 +1.88 10.73 +0.45 10.37 +1.06
SFA 33.49£0.95 34.99+2.44 33.65+0.79
UFA 62.84+2.14 63.89+2.12 65.71+2.84
MUFA 16.66 £ 1.01 16.44 +1.82 16.52 + 2.40
PUFAs 46.18 £ 3.12 47.45+0.44 49.19 +1.57
S/ U 0.53+0.03 0.55 +0.03 0.54 £ 0.03
Ul 159.95+12.16 163.03 +4.09 165.45 +7.85

Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes.

VII.2.2. Comparacion de la composicidon de acidos grasos de las organelas con la dieta

La organelas de higado, cerebro y corazdn de ganso presentaron un contenido de
C18:2n6 aproximadamente 2 veces menor que la dieta (Tabla VII.7). El porcentaje de
C18:3n3 que exhibieron las organelas de higado y corazén fue aproximadamente 2 veces
menor que la dieta. Una diferencia aun mayor fue observada en las organelas de cerebro,

qgue presentaron un contenido de C18:3n3 aproximadamente 5 veces menor que la dieta.
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Tabla VII.7. Composicién de acidos grasos de la dieta suministrada a los gansos

Acido graso %

Cl6:0 14.79 £ 0.45
C16:1n7 -

C18:0 2.01+0.12
C18:1n9 26.59+0.86
C18:2n6 53.59+1.01
C18:3n3 1.12£0.01

Los datos son expresados como la media + SD de tres experimentos independientes.

El C22:6n3 no estd presente en la dieta, se ha sintetizado de su precursor dietario,
C18:3n3. Esta sintesis ocurre a través de una serie de elongaciones y desaturaciones a partir
del C18:3n3, globalmente estimado por la relacidn 22:6n3/18:3n3 que fue significativamente
superior en mitocondrias y microsomas de cerebro (Tablas VII 5 y 6) que en las organelas de

higado (Tablas VIl 1y 2) y corazén (Tablas VII 3y 4).

VII.2.3. Perfil de acidos grasos y quimioluminiscencia obtenida de mitocondrias y

microsomas de higado, corazén y cerebro de ganso

No hubo diferencias estadisticamente significativas en la emision de luz entre las
muestras control y peroxidadas cuando se utilizaron organelas de higado y corazén (Figura
VII.1). Tampoco se observaron cambios en el perfil de acidos grasos ni en el Ul (Tablas VII.1-
4; Figura VII.2).

Las tablas VII.5 y 6 muestran la composicidn de acidos grasos de los lipidos totales
obtenidos de organelas nativas, controles y peroxidadas de cerebro. En las mismas se
observé que la composicién de acidos grasos de mitocondrias y microsomas nativos de
cerebro fue diferente. La relacion 18:2n6/20:4 n6 fue 1.7 veces menor en mitocondrias que
en microsomas Yy la relacion 20:4 n6/22:6 n3 fue 1.6 veces mayor en mitocondrias que en
microsomas. Cuando se compararon las muestras controles y peroxidadas de ambas

organelas se observd que la emision de luz fue estadisticamente significativa en
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mitocondrias pero no en microsomas (Figura VII.1). Las mitocondrias de las muestras
peroxidadas mostraron una disminucidn significativa de C20:4n6, C22:6n3 y del Ul con
respecto a los controles (Figura VII.2). En cambio, en los microsomas, no se observo

diferencia significativa en la emisidon luminica ni en el perfil de dcidos grasos.

1000

Ocontrol DOperoxidado

800 1

600 1

400 1

Quimioluminiscencia (cpm x 10 -3)

200 1

mitocondrias microsomas mitocondrias microsomas mitocondrias microsomas

higado corazon cerebro

Figura VII.1: Quimioluminiscencia en funciéon del tiempo durante la peroxidacion lipidica no
enzimatica ascorbato-Fe** en mitocondrias y microsomas de higado, corazén y cerebro ¢ controles
(sin acido ascoérbico) m peroxidados (con acido ascdorbico). Las diferencias significantivas entre los

grupos controles y peroxidados estan indicados por * p < 0.0001.
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200

Ocontroles M peroxidados

100 -

Indice de No Saturacion (Ul)

o T T T T T
mitocondrias microsomas mitocondrias microsomas mitocondrias microsomas

higado corazén cerebro

Figura VII.2. Indice de no saturacidon de acidos grasos de mitocondrias y microsomas de higado,
corazén y cerebro de ganso (A. anser). Los datos son expresados como la media = SD de 3
experimentos independientes. Las diferencias significativas entre los grupos controles vy

peroxidados estan indicados por * p < 0.001.
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VII.3. DISCUSION

En este estudio mostramos que el total de dcidos grasos no saturados alcanzo valores
entre 55-65 % en todos los tejidos examinados, pero la contribucién de cada acido graso fue
diferente. Las mitocondrias y microsomas de cerebro poseen un mayor contenido de acidos
grasos poliinsaturados, principalmente C20:4n6 y C22:6n3 y un menor contenido de C18:1n9
0 C18:2n6, que las organelas de higado y corazon. Esta distribucion en el tejido analizado fue
similar a lo observado en otros laboratorios (Pamplona y col., 1996) y a lo hallado en las aves
estudiadas en los Capitulos IlIl, IV, V y VI. El 4cido docosahexaenoico y el araquiddnico se
sintetizan de sus precursores dietéticos C18:3n3 y C18:2n6 respectivamente (Nakamura y
Nara, 2003) y su contenido fue diferente en los tejidos estudiados. Las mitocondrias vy
microsomas de higado y corazén exhibieron una menor relacién 22:6n3/18:3n3, y las
organelas de cerebro, en cambio, mostraron una mayor proporcién de 22:6 n3/18:3n3. Estos
resultados indican que el nivel de dacidos grasos no saturados estd homeostaticamente
regulado en los tejidos (Maresca y Cossins, 1993). El control de los acidos grasos no
saturados de las membranas se ha atribuido a una retroalimentacion negativa de la
transcripciéon de genes de las desaturasas dependiente de la composicion de lipidos
(Maresca y Cossins, 1993; Vigh y col., 1993) y a la modulacion de desaturasas por el
metabolismo hormonal (Guéraud y Paris, 1997).

Las organelas del ganso exhiben un bajo grado de no saturacion coincidente con los
resultados de Pamplona y col. (1999a). Estos autores también han demostrado que
diferentes especies de aves exhiben un bajo grado de no saturacion a pesar de las
diferencias en la composicién de la dieta. Teniendo en cuenta esta observacidn nosotros
consideramos que el bajo contenido de dobles ligaduras observado en las organelas de
ganso seria independiente de la dieta.

El alto contenido de C20:4n6 y C22:6n3 de mitocondrias de cerebro de ganso esta en
relacion con la vulnerabilidad a la peroxidacion lipidica observada en esta organela,
mostrando altos valores de emisién luminica comparados con el tejido control. Sin embargo,
aunque los microsomas de cerebro poseen un alto contenido de 4cidos grasos
poliinsaturados ellos fueron resistentes a la peroxidacion lipidica. Lo interesante de esto es

gue los microsomas de cerebro presentaron un aumento en el contenido de C18:2n6,
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paralelamente con una disminucién del acido graso C20:4n6 cuando se los comparé con las
mitocondrias de cerebro. Estas diferencias y otro/s factor/es pueden estar involucrados en la
sensibilidad disminuida a la peroxidacién lipidica mostrada por los microsomas de cerebro
de ganso. Esto también fue observado en los microsomas de cerebro de las aves estudiadas
en los capitulos anteriores.

Las organelas de higado y corazén de A anser fueron menos sensibles a la
peroxidacién lipidica que las de cerebro, mostrando el mismo perfil de dcidos grasos no
saturados que los controles. La emisién de luz en estas organelas no mostré cambios
significativos y presentaron un bajo contenido de acidos grasos altamente no saturados y
alto contenido de C18:2n6. Estos serian algunos de los factores que contribuyen a la
proteccién de estas organelas contra el estrés oxidativo. Otro factor, que también podria
contribuir a la proteccidn, seria la presencia de plasmaldgenos, que segln trabajos recientes
pueden actuar como antioxidantes (Jimenez y col., 2014; Hulbert y col., 2014).

La conclusion principal de este Capitulo es que un bajo grado de no saturaciéon
observado en mitocondrias de higado y corazén con respecto a las mitocondrias de cerebro,

protegen a estos tejidos contra la lipoperoxidacién.
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VIII.1. INTRODUCCION

La composicién de dcidos grasos de los fosfolipidos de la membrana, influye en la
permeabilidad y en las actividades de muchas moléculas enzimaticas integradas a la misma
(Brenner, 1984; Hoch, 1992). Dicha composicion parece estar bajo control genético, también
determinada por factores ambientales (dieta y temperatura) y hormonales.

La intensidad del metabolismo de los mamiferos varia de manera alométrica con el
tamafio corporal (Kleiber, 1961; Holidays y col. 1967; Couture y Hulbert, 1995), teniendo los
mamiferos pequefios un ritmo metabdlico mayor.

La produccidon de ROS es mayor en los organismos con elevadas tasas metabdlicas
(Beckman y Ames 1998) y esto esta relacionado con el maximo de vida. Sin embargo muchas
especies de aves, a pesar de poseer tasas metabdlicas elevadas, son longevas.

Muchas especies de aves son longevas a pesar de poseer tasas metabdlicas elevadas.
Esto ha sido atribuido a que las aves producen menor cantidad de ROS 6 poseen mejores
defensas celulares contra el dafio oxidativo comparadas con los mamiferos (Holmes y
Austad, 19953, b; Barja, 1998; Hulbert y col., 2007).

En este Capitulo examinamos la relacidn entre el tamafio corporal y la composicién de
acidos grasos, el maximo de vida y la sensibilidad a la peroxidacidn lipidica en mitocondrias y

microsomas aisladas de higado de manén, codorniz, paloma, pato y ganso.

VIII.2. RESULTADOS

VIII.2.1. Relacién entre la masa hepatica y la masa corporal de las aves.

EL PESO DEL CUERPO Y DEL HIGADO DE LAS AVES ANALIZADAS EN ESTE ESTUDIO SE
MUESTRA EN LA TABLA VIIl.1. EL PORCENTAJE RELATIVO DEL HiGADO (PESO DEL
HIGADO/MASA CORPORAL) MUESTRA CAMBIOS IMPORTANTES DESDE EL AVE MAS
PEQUENA (MANON) A LA MAS GRANDE (GANSO), CON VALORES QUE OSCILAN ENTRE 8.26
Y 2.57 G RESPECTIVAMENTE, LO QUE REPRESENTA UN RANGO DE 3.22 VECES EN LO QUE
SE REFIERE AL TAMANO DEL HIGADO. LA FIGURA VIIl.1 INDICA QUE EL PORCENTAIJE
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RELATIVO DEL HIGADO DE LAS AVES DISMINUYE A MEDIDA QUE AUMENTA EL TAMANO
CORPORAL.

Tabla VIII.1. Peso del cuerpo y del higado de las aves estudiadas

Nombre Nombre cientifico Max.de vida Peso corporal Peso del higado Porcentaje
vulgar (anos) (g) (g) relativo

Manon Lonchura striata 9 13.55+£0.50 1.12+0.16 8.26
Codorniz Coturnix coturnix 6 142.88 + 15.20 4.74 £ 0.68 3.32
Paloma Columba livia 35 347.50 £ 3.50 8.87 £1.86 2.55
Pato Cairina moschata 21 2200.00 + 2.80 42.23 £5.25 1.92
Ganso Anser anser 35 5040.00 £ 1.90 129.49 + 34.06 2.57

Los datos son expresados como la media + SD

10
®manén
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o
2
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T n
[ codorniz
2 anso
o r=-0.884 g
.g [ | [
g p =0.046 paloma
1
o |
o
pato
1 T T T T T T L
10 100 1000

Masa corporal (g)

Figura VIII.1. Relacion alométrica entre la masa corporal y porcentaje relativo del peso del higado
hallado en las diferentes especies de aves. Los datos fueron analizados a través de la ecuacién de

regresion lineal: y = 1.05-0.21 x
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VIII.2.2. Composicidn de acidos grasos de mitocondrias y microsomas de higado.

Los principales acidos grasos saturados de cadena larga de las mitocondrias y
microsomas de higado de las aves estudiadas fueron el C16:0 y el C18:0. En ambas organelas
el acido graso no saturado predominante fue el C18:1n9. Las acidos grasos poliinsaturados
de mitocondrias y microsomas decrecen en el siguiente orden C18:2n6 > C20:4n6 > 22:6n3 a
excepcion de Cairina moschata que presenta el siguiente orden: C20:4n6 > C18:2n6 > 22:6n3
(Tablas VIl 2y 3).

Los valores de Ul de ambas organelas en las especies de aves estudiadas fueron

similares.
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VIII.2.3. Relacion entre la masa corporal y la composicion de acidos grasos

Los acidos grasos presentes en las organelas de higado de las diferentes especies de
aves analizadas muestran una diferencia alométrica significativa. En mitocondrias, los acidos
grasos C18:1n9, C18:2n6 y C18:3n3 incrementaron alométricamente (r = 0.91, r = 0.95, r =
0.99, Figura. VIII. 2 a, b y c). El porcentaje de acidos grasos saturados fue significativamente
menor en las aves de mayor tamano (r = -0.91). El contenido de los acidos grasos
monoinsaturados (r = 0. 89) y el total de no saturados (r = 0. 87) aumentd significativamente
en las aves de mayor tamano (Tabla VIII. 4 y Figura VIII. 3 a, by c.). En microsomas de higado
el contenido de C16:1n7 (r = -0.88) y C18:3n3 (r = -0.99) fue significativamente menor en las
aves de gran tamano (Figura VIIl. 4 a y b). En cambio, el C18:2n6 (r = 0.89) y los
poliinsaturados (r = 0.92) mostraron un aumento significativo en las aves de mayor tamafio
(Tabla VIII. 4; Figura VIII. 4 c y d). El Ul y el PI de las organelas de higado no mostraron

relaciones significativas con la masa corporal (Tabla VIII. 4).
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Tabla VIII.4. Correlaciones entre la masa corporal y la composicion de acidos grasos de

mitocondrias y microsomas de higado de las aves estudiadas

Acidos grasos Mitocondrias Microsomas

r P r P
C16:0 0.29 0.64 0.37 0.53
C16:1 n7 0.74 0.15 -0.88 0.05
C18:0 -0.72 0.17 -0.85 0.06
C18:1n9 0.91 0.03 0.07 0.90
C18:2 n6 0.95 0.01 0.89 0.04
C18:3n3 0.99 0.03 -0.99 0.01
C20:4 n6 -0.12 0.84 -0.22 0.72
C22:6 n3 -0.90 0.28 -0.72 0.28
SFA -0.91 0.03 -0.57 0.31
MUFA 0.89 0.04 0.21 0.73
PUFAs 0.48 0.40 0.92 0.02
UFA 0.87 0.05 0.11 0.85
ul 0.44 0.46 0.72 0.17
Pl 0.28 0.65 0.06 0.92
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Figura VIII.2. Relacion alométrica entre la masa corporal y el porcentaje de dacidos grasos de
mitocondrias de higado de las diferentes especies de aves. a: C18:1 n9; b: C18:2 n6 y c: C18:3 n3. Los

datos fueron analizados a través de las siguientes ecuaciones: y= 1.25+0.85x; y= 0.71+0.14 x;

y=-0.68 +0.14 x.
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Figura VIII.3. Relacidn alométrica entre la masa corporal y el porcentaje de acidos grasos de las

mitocondrias de higado de las diferentes especies de aves. a: saturados; b: monoinsaturados y

c: total no saturados. Los datos fueron analizados a través de ecuaciones de regresion lineal y = 1.81-

0.06 x; y=1.31+0.08x; y=1.5+0.06x.
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Figura VIII.4. Relacion alométrica entre la masa corporal y el porcentaje de acidos grasos de

microsomas de higado de las diferentes especies de aves. a: C16:1; b: C18:3 n3; c: C18:2n6 y d:

Poliinsaturados. Los datos fueron analizados a través de las siguientes ecuaciones de regresion lineal

y = 0.65-0.08 x; y= 0.35-0.25x; y=0.49+0.21 x.; y=1.08 + 0.88 x
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VIIl.2.4. Relacién entre el maximo de vida y la composicion de acidos grasos

Tanto en mitocondrias (r = 0.99) como en microsomas (r = 0.90) el contenido de
C18:2n6 aumento en las aves con mayor longevidad (Figura VIIL5 ay b).

En los microsomas de las aves de mayor tamafio, el dcido graso C18:3n3 (r = -0.99)
disminuyé alométricamente mientras que el Ul (r = 0.89) mostré un aumento significativo
(Figura VIII. 6 a y b). No se hallé una correlacidn significativa entre el Pl y el maximo de vida

en mitocondrias y microsomas de higado (Tabla VIII. 5).

Mitocondrias Microsomas
a b
100 100
r=0.98 r=0.90
p = 0.002 p=0.04
paloma § — i paloma ;
X
codorniz = 2
N ganso
ganso © 104 % codorniz
10 H manén o ]
- % ] s pato %
] manoén
pato
— T
10 10
MLSP (afios ) MLSP (afios)

Figura VIII.5. Relacion alométrica entre maximo de vida (MLSP) y porcentaje de acido linoleico de
mitocondrias y microsomas de higado de las diferentes especies de aves estudiadas. a: mitocondrias

y b: microsomas. Los datos fueron analizados a través de ecuaciones de regresién lineal y = 0.27 +

0.62x; y = -0.08 - 0.88 x.
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Figura VIII.6. Relacién alométrica entre maximo de vida (MLSP) y porcentaje del acido linolénico y del
indice de no saturacion (Ul) de microsomas de higado de las diferentes especies de aves. a: C18:3n3 y

b: Ul. Los datos fueron analizados a través de ecuaciones de regresion lineal y = 1.00 - 0.93 x; y = -

1.82 +0.11 x.
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Tabla VIII.5. Resumen de las correlaciones entre el maximo de vida y la composicidon de
acidos grasos (area %) e indices de los acidos grasos de mitocondrias y microsomas de

higado de las especies de aves estudiadas

Acidos graso Mitocondrias Microsomas

r P r P
C16:0 -0.79 0.11 -0.72 0.17
C16:1n7 -0.26 0.67 -0.82 0.09
C18:0 -0.23 0.71 -0.62 0.28
C18:1n9 0.85 0.07 -0.16 0.79
C18:2n6 0.98 0.002 0.90 0.04
C18:3n3 0.99 0.07 -0.99 0.04
C20:4n6 -0.01 0.99 0.43 0.47
C22:6n3 0.46 0.69 -0.11 0.88
SFA -0.82 0.08 -0.82 0.08
MUFA 0.79 0.11 -0.51 0.37
PUFAs 0.66 0.22 0.99 0.001
UFA 0.94 0.01 0.89 0.04
ul 0.66 0.22 0.89 0.04
Pl 0.85 0.06 0.30 0.61

VII.2.5. Comparacion entre el efecto de la peroxidacidon lipidica de mitocondrias y

microsomas de higado con el tamafio corporal y el maximo de vida

La quimioluminiscencia fue estadisticamente significativa en mitocondrias y
microsomas de mandn, paloma y pato. Cuando se compararon las mitocondrias controles y
peroxidadas se observé una disminucién significativa del C20:4n6 and C22:6n3. No hubo
diferencias estadisticamente significativas en la emisién de luz entre las muestras control y
peroxidadas cuando se utilizaron organelas de higado de la codorniz y del ganso. El perfil de
acidos grasos, Ul y Pl de mitocondrias y microsomas de higado no fue alterado por el

proceso de peroxidacion (Tablas VIII. 2y 3, Figura VIII. 8,9 10y 11)
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Figura VIII. 8. Quimioluminescencia total producida por mitocondrias de higado de diferentes
especies de aves. Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes.
Las diferencias estadisticas entre las muestras controles y peroxidadas fueron indicadas por

* p<0.001, ** p <0.0001.
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Figura VIII. 9. Quimioluminescencia total producida por microsomas de higado de diferentes
especies de aves. Los datos son expresados como la media + SD de 3 experimentos independientes.

* p < 0.001, ** p < 0.0001.
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Figura VIII.10. Relacién alométrica entre quimioluminiscencia obtenida de mitocondrias de higado y
masa corporal de de las diferentes especies de aves estudiadas. Los datos fueron analizados a través

de las siguientes ecuaciones. Controles: y = 2.58 - 0,05 x; Peroxidados: ==y =-2,52+ 0.17 x.
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Figura VIII.11. Relacién alométrica entre quimioluminiscencia obtenida de microsomas de higado y
masa corporal de las diferentes especies de aves estudiadas. Los datos fueron analizados a través de

ecuaciones de regresion lineal. Controles y = 2.42- 0,0005 x; peroxidados =y =-2.84 - 0.10 x.

El andlisis de la relacion entre la sensibilidad a la lipoperoxidacion de mitocondrias vy
microsomas de higado y el tamafio corporal y el maximo de vida no mostraron diferencias

significativas (Figuras VIII.12 y 13).
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Figura VIII.12 Relacion alométrica entre quimioluminiscencia y maximo de vida de miitocondrias de
higado de as diferentes especies de aves estudiadas. Los datos fueron analizados a través de la

ecuacion y = 2.10 + 0,74 x.
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Fig. VIII.13. Relacidon alométrica entre quimioluminiscencia y maximo de vida de microsomas de

higado de las diferentes especies de aves estudiadas. Los datos fueron analizados a través de la

siguiente ecuacion y=2.72- 0.14 x
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VIIlI.3. DISCUSION

Investigaciones previas muestran que la composicion de los acidos grasos de las
membranas mitocondriales de los mamiferos estd correlacionada con el maximo de vida
(Pamplonay col., 1998, 1999).

En este estudio se hallé una correlacién negativa entre el contenido de acidos grasos
16:1n7 de los microsomas y una tendencia a la disminuciéon de este acido graso en
mitocondrias. El porcentaje de acidos saturados de las mitocondrias también presentd una
correlacidon negativa con respecto a la masa corporal y los microsomas del mismo modo
marcaron una tendencia negativa sin llegar a la significacion estadistica.

Se observd una correlacion positiva entre el contenido de 18:1n9 de las mitocondrias
y la masa corporal, dando lugar a correlaciones positivas en los acidos grasos
monoinsaturados. Asimismo las mitocondrias y microsomas mostraron una correlacién
positiva entre el contenido de acidos grasos poliinsaturados, principalmente el 18:2n6 y la
masa corporal.

La mayoria de las aves analizadas en este estudio presentan una mayor relacién
PUFA n6/PUFAN3. Los PUFANG son generalmente mas resistentes a la peroxidacion que los
PUFAN3. Estas relaciones en particular también fueron halladas en estudios realizados en
mitocondrias de higado de paloma (Pamplona y col. 1996) y en mitocondrias de corazén de
tres especies de aves (Pamplona y col. 1999). No observamos diferencias significativas en las
relaciones Ul y Pl y la masa corporal. Hulbert y col. (2002) demostraron en el musculo
esquelético de aves, que cuando la masa corporal aumenta, la fraccion de acidos grasos
poliinsaturados disminuye, mientras que los dcidos grasos monoinsaturados aumentan.
Nuestros resultados con respecto a los acidos poliinsaturados no coinciden con lo
mencionado por Hulbert y col. (2002). Las diferencias podrian atribuirse a que nosotros
utilizamos mitocondrias y microsomas de higado y el rango de aves utilizadas en nuestro
laboratorio fue de 372 veces la masa corporal mientras que en el estudio mencionado el
rango fue de 3000 veces la masa corporal.

Nuestros datos muestran que las aves mas longevas poseen mayor contenido de
acidos grasos poliinsaturados especialmente 18:2n6. Ademds mostramos que, si bien las

aves fueron afectadas por el proceso de lipoperoxidacion no hallamos diferencias
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significativas en relacion a la quimioluminiscencia y al tamafio corporal, ni entre la
guimioluminiscencia y el maximo de vida.

De acuerdo a nuestros resultados podemos concluir que las aves de mayor tamafio y
las mas longevas presentan un alto contenido de 18:2n6, lo que implica una menor
sensibilidad a la peroxidacion y podria explicar en parte, la gran longevidad de la mayoria de

las aves.
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Relacion entre la composicion de acidos
grasos, lipoperoxidacion y maximo de vida en
mitocondrias y microsomas de corazon de aves

de diferente tamano corporal
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IX.1. INTRODUCCION

Los fosfolipidos de la bicapa lipidica de las membranas de los tejidos de los
mamiferos pequefios tienen un alto contenido de 4dcido docosahexaenoico en comparacién
con las especies de mamiferos de gran tamano (Couture y Hulbert, 1995). La primera
sugerencia de que la tasa metabdlica y la composicion de la membrana podrian estar
vinculadas, proviene del trabajo de Gudbjarnarson y col. (1978), quienes observaron que en
el corazén de los mamiferos de diferentes tamafos corporales (que van desde los ratones a
las ballenas) habia una correlacidn directa entre la frecuencia cardiaca en reposo vy el acido
docosahexaenoico contenido en los fosfolipidos de corazén. En el momento de su
publicacion la generalizacion de esta relacion no fue apreciada en su totalidad. Mas tarde se
vio que esta relacién no se limitd a fosfolipidos de corazdn si no que también se observd en
los fosfolipidos de otros dérganos vitales como el higado, rifidn y musculo esquelético. La
influencia de la composicidon de la membrana y la peroxidacidn lipidica en la determinacion
de la maxima longevidad de las especies ha sido revisado recientemente por Hulbert y col.,
2007; Montgomery vy col., 2012. El objetivo de esta investigacion fue examinar la relacién
entre el tamafio corporal, composicién de acidos grasos, MLSP y sensibilidad a la
peroxidacién lipidica de mitocondrias y microsomas aislados del corazén de las especies de

aves de diferentes tamanos: mandn, codorniz, paloma, pato y ganso.

IX.2. RESULTADOS

IX.2.1. Relacion entre el tamaiio del corazén y la masa corporal de las aves

El peso del cuerpo y del corazén de las aves analizadas en este estudio se muestra en

la Tabla IX 1 y en la Figura IX.1. El porcentaje relativo del corazén (peso del corazéon/masa

corporal) muestra cambios importantes desde el ave mas pequefia (manon) hasta la mas

grande (ganso) con valores que oscilan entre 5.60 y 0.69 respectivamente, lo que representa

un rango de 8 veces en lo que se refiere al tamafio del corazén.
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Tabla IX.1. Peso del cuerpo y del corazén de las aves

Nombre vulgar Nombre cientifico Masa corporal Masa del oorazén Porcentaje
() (8) relativo
Manon Lonchura striata 13.55+ 0.50 0.76 + 0.05 5.60
Codorniz Coturnix coturnix var japonica 142.88 + 15.20 1.43+0.12 1.00
Paloma Columba livia 347.50 £ 3.50 5.80+£0.43 1.67
Pato Cairina moschata 2200.00 +2.80 13.36 £2.19 0.60
Ganso Anser anser 5040.00 +1.90 34.64 +2.39 0.69

Los datos son expresados como la media + SD

10

C
c
0
N
o [ ]
I}
o 1 .
° codorniz
o
N ra
E manén
=
r=0.97 p=0.004
0.14
10 100 1000

Masa corporal (g)

Figura IX. 1. Relacion alométrica entre la masa corporal y la del corazén de diferente especies de

aves. Los datos fueron analizados a través de la siguiente ecuaciéon y =-0.95+ 0.65 x.
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IX 2.2. Composicion de acidos grasos de las mitocondrias y microsomas de corazén

En mitocondrias y microsomas, predominaron los acidos grasos saturados de cadena
larga, principalmente el C16:0 y el C18:0 y los acidos grasos no saturados fueron el acido
oleico y acido linoleico (C18:1n9 + C18:2n6 aproximadamente 45%). El contenido de los
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga del musculo cardiaco de todas las especies
estudiadas excepto el pato, disminuyeron en el siguiente orden: C18: 2n6 > C20: 4n6 > C
22:6n3 (Tablas IX 2 y 3). Los 4cidos grasos presentes en las organelas de corazén de las
diferentes especies de aves analizadas mostraron un pequefio niumero de importantes
tendencias alométricas.

El total de acidos grasos de la serie n6 de las mitocondrias de corazdén no presentd
corelacién significativa con la masa corporal (Tabla IX. 4). Por otra parte, significativas
relaciones alométricas fueron descritas para los microsomas (Figura IX. 4A). El total de acidos
grasos de la serie n3 de las mitocondrias y microsomas de corazén indicaron que no hubo
una correlacién significativa con la masa corporal (Tabla IX. 4). El C18:0 de mitocondrias y
microsomas se cortrelaciono negativamente con la vida. El C16:1n7 de las mitocondrias y el
C18:2n6 y los poliinsaturados de la serie n6 de microsomas se correlacionaron

significativamente con el maximo de vida (Figura IX. 2cy d, 4b,5ayb).
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Tabla VIIl.4. Resumen de las correlaciones entre la masa corporal y la composicion de

acidos grasos e indices de los acidos grasos de mitocondrias y microsomas de corazon de las

especies de aves estudiadas

Acidos graso Mitocondrias Microsomas
Control Control
r p r p
C16:0 -0.48 0.40 -0.83 0.07
Cl16:1n7 0.88 0.05 -0.19 0.75
C18:0 -0.90 0.03 -0.97 0.01
C18:1n9 0.35 0.56 0.40 0.50
C18:2n6 0.74 0.15 0.99 0.00
C18:3n3 0.54 0.35 -0.97 0.15
C20:4n6 0.76 0.13 0.55 0.33
C22:6n3 -0.80 0.10 0.05 0.93
SFA -0.68 0.20 -0.82 0.09
MUFA 0.24 0.69 -0.36 0.54
PUFAs 0.74 0.15 0.99 0.00
UFA 0.85 0.06 0.83 0.08
ul 0.73 0.16 0.90 0.03
> n6 0.02 0.98 0.89 0.04
> n3 0.54 0.35 -0.29 0.64

r: coeficiente de correlacion

lineal

de Pearson; p:

estadisticamente significativos se indican en negrita.
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Figura IX.2. Relacion alométrica entre la masa corporal y el maximo de vida (MLSP) y el porcentaje de

acidos grasos de las mitocondrias de corazdn de las diferentes especies de aves. ay c: C16:1n7; by

d: C18:0. Los datos fueron analizados a través de ecuaciones de regresion lineal. a: y = 0.15 + 0.13 x;

b: y=156+0.14 x;c:y=0.15+0.13 x; d: y=1.92 + 0.54 x.
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Figura IX.3. Relacién alométrica entre la masa corporal y el porcentaje de C18:0, C18:2n6,

poliinsaturados y Ul en microsomas de corazdn. Los datos fueron analizados a través de las siguientes

ecuaciones.a: y= 1.67-0.17x; b:y= -0.18+0.45x; c:y=1.53+0.12x; d: y=0.35+0.32 x.
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Relacién entre la sumatoria n6, la masa corporal y el maximo de vida (MLSP) en

microsomas de corazén. a-- y= 0.28+0.36x; b- y=-0.07+0.97x.
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Figura IX. 5. Relacidon alométrica entre MLSP, el porcentaje de C 18:0 y 18:2 n6, poliinsaturados y Ul

en microsomas de corazon. Los datos fueron analizados a través de ecuaciones de regresion lineal.

a-y=2.04-0.66x; b-y=1.33 +0.42 x; c- y=-0.93=1.49x; d- y= 0.07+0.92x
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IX 2.3. Comparacion de la peroxidacion lipidica en mitocondrias y microsomas de corazén

aislados de diferentes especies de aves

La emision de luz de las organelas de corazéon no fue estadisticamente significativa
cuando las muestras controles y peroxidadas fueron comparadas (Figura IX. 6). El perfil de
acidos grasos y el indice de no saturacion de las mitocondrias y microsomas de corazén no
fueron modificados después de la peroxidacién lipidica (Tablas IX. 2-3). Las mitocondrias de
pato fueron las unicas afectadas por la peroxidacién lipidica, siendo los acidos grasos

poliinsaturados C20:4n6 y C22:6n3 los mas dafiados (Tabla IX. 2)

3500

3000

2500

2000

1500

1000

Quimioluminiscencia (cpm x 10-3)

500

mitocondrias microsomas | mitocondrias microsomas | mitocondrias microsomas | mitocondrias microsomas | mitocondrias microsomas

manon codorniz paloma pato ganso

Figura IX.6. Quimioluminiscencia total producida por mitocondrias y microsomas aisladas del corazén
de diferentes especies de aves (expresada como cpm/mg de proteina). Los datos son expresados
como la media + SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias estadisticas entre las

muestras controles y peroxidadas fueron indicadas por * p < 0.0001.
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IX.3. DISCUSION

En este Capitulo se describen las tendencias alométricas entre el tamafio corporal,
maximo de vida, composicion de acidos grasos y sensibilidad a la peroxidacién lipidica de
mitocondrias y microsomas aislados de corazén de diferentes de especies de aves. Los
acidos grasos presentes en ambas organelas de corazén mostraron un pequefio nUmero de
importantes tendencias alométricas. El exponente alométrico que describe la masa corporal
relacionada con la variacion de la masa del corazén fue de 0.65. Este parametro significa que
el aumento de la masa del corazén no es proporcional al aumento de la masa corporal y
muestra la tendencia de que las aves mas grandes poseen corazones mas pequefios (6%
frente a 0,7%). El valor mas bajo fue similar a los obtenidos por Turner y col. (2006) y Szabd y
col. (2006). Sin embargo, estos autores mencionados dan como valor maximo 1.5% frente al
6% obtenido en nuestro estudio. Estas diferencias podrian atribuirse a que las aves utilizadas
en nuestro laboratorio presentaron una amplia variacion de tamafio corporal.

Las mitocondrias de corazén de las especies de aves mds grandes presentaron un alto
porcentaje de C16:1n7, el cual se correlaciond positivamente con la masa corporal. Este
resultado estd en concordancia con investigaciones previas de Szabd y col. (2006). Tanto las
mitocondrias y microsomas de corazon de las aves de mayor tamafio poseen un menor
contenido de C18:0. Sin embargo, estos resultados no modifican el total de acidos grasos
saturados y monoinsaturados. Asi, las especies que tienen un menor porcentaje de 18:0 y
altos porcentajes de C16:1n7 en sus membranas son mas resistentes al dafio oxidativo que
las especies que poseen proporcionalmente mas acidos grasos poliinsaturados. El contenido
total de acidos grasos poliinsaturados de las mitocondrias no mostrd relacion con la masa
corporal. En microsomas de corazén de las aves estudiadas hemos encontrado relaciones
alométricas positivas con respecto al tamafio corporal para el acido graso C18:2n6,
poliinsaturados y Ul. El aumento de los indices generales de los acidos grasos en las aves de
mayor tamano se debe a un aumento significativo del contenido de C18:2n6 y no al de
C20:4n6 y C22:6n3. Como ya hemos mencionado en varias oportunidades la susceptibilidad
de los acidos grasos al dafio producido por los ROS aumenta de forma exponencial en
funcién del ndmero de dobles enlaces por molécula de acido graso. El C18:2n6 es

relativamente mas estable a la oxidacidn que el acido graso altamente no saturado C22:6n3
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(Laganiere y Yu, 1990; Kobayashi y col.,, 1996). En los microsomas pero no en las
mitocondrias los acidos grasos de la serie n6 mostraron correlacion con el tamafo corporal.
Resultados similares fueron hallados en diferentes tejidos de mamiferos y musculo pectoral
de aves (Hulbert y col., 2002a, b). En ambas organelas el total de acidos grasos n3 y
especificamente el contenido de C22:6n3 no cambié significativamente con la masa
corporal. Nuestros resultados no concuerdan con lo observado en trabajos previos (Turner y
col., 2006; Szabd y col., 2006), en los cuales el porcentaje del C22:6n3 aumenta con la masa
corporal. Sin embargo, en uno de los documentos mencionados anteriormente (Turner y
col., 2006), los autores explican que la gran variacidon alométrica del contenido de C22:6n3
relacionada con el tamafio del cuerpo es una sobre estimacién, debido al nimero limitado
de especies examinadas. Estudios preliminares realizados por Pamplona y col. (1999a, b)
demostraron que los corazones de las cotorritas australianas y canarios poseian acidos
grasos con bajo numero de dobles ligaduras con respecto a los ratones. Lo mismo ocurrié en
las mitocondrias de higado de paloma cuando se las compard con las de rata (Pamplona y
col., 1996; Gutiérrez et al., 2000). Este hecho protegeria a los tejidos de la peroxidacién y
disminuirian los productos de peroxidacion lipidica. A diferencia de lo obtenido en nuestro
trabajo resultados de una investigacion previa (Szabd et al.,, 2006) encuentran una
perceptible correlacion alométrica negativa entre la peroxidacion lipidica y el tamafio
corporal. La explicacidn de esta discrepancia se debe, en parte, a los diferentes sistemas de
analisis utilizados. En nuestro caso, el ensayo de peroxidacién fue por produccion de
radicales libres en un sistema tipico de Fe*?- ascorbato mientras que los otros autores
utilizan la produccion de malondialdehido (MDA). La sensibilidad del ensayo de
quimioluminiscencia (utilizado en nuestro estudio) es mucho mas alta y especifica que la del
ensayo del MDA. Algunos investigadores han informado que la medicion del MDA a través
de la determinacién de la concentracion de sustancias sensibles al acido tiobarbiturico
(TBARS) no seria la mejor reaccidn para determinar los componentes de la degradacién de
lipidos (lchinose y col., 1989; Kosugi y col., 1989).

En conclusién, nuestros resultados muestran ausencia de correlacién entre la
sensibilidad a la peroxidacion lipidica de las mitocondrias y microsomas de corazén con el
tamaiio corporal y el maximo de vida. La oxidacién lipidica es una de las consecuencias

naturales de la vida aerdbica. Los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de la
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membrana celular son altamente vulnerables a la peroxidacion lipidica. Este proceso es
autocatalitico. Por estos motivos, y para el mantenimiento de otras propiedades fisioldgicas,
un bajo grado de no saturacion en los acidos grasos de las membranas celulares puede ser
ventajoso para disminuir la sensibilidad a la peroxidacién de los lipidos (Pamplona, 2008). El
acido graso C18:2n6 y el total de n6 de los microsomas de corazén se correlacionaron
positivamente con la masa corporal y MLSP.

Se ha demostrado que las especies animales de larga vida poseen acidos grasos con
menor numero de dobles ligaduras lo que es acompafiado por una baja sensibilidad a la
peroxidacion lipidica tanto in vivo como in vitro en las membranas de drganos como el
musculo esquelético, corazén, higado y cerebro (Pamplona 2008: Pamplona et al, 19993, b).
Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio en organelas de diferentes tejidos
procedentes de codorniz (ave de corta vida), mostraron que tienen acidos grasos con bajo
grado de no saturacién similar a la observado en las aves de larga vida (Gutiérrez et al.,
2006).

El hallazgo mas interesante de este Capitulo es que, independientemente del tamafio
del cuerpo y del maximo de vida, los corazones de todas las aves examinadas mostraron una
alta resistencia a la peroxidacién lipidica. Este comportamiento contribuye en la

preservacion de la funcién cardiaca.
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X.1. INTRODUCCION

Los fosfolipidos de los tejidos de los pequefios mamiferos poseen un mayor
porcentaje de d4cidos grasos poliinsaturados que las especies de mamiferos de mayor
tamafio, predominando en estos ultimos los monoinsaturados. Esta relacidn esta presente
en diversos tejidos, excepto en cerebro (Couture y Hulbert, 1995; Hulbert y col., 2002b). La
mayoria de los estudios se han realizado en mamiferos y muy pocos trabajos se conocen
sobre aves (Finch, 1990; Barja y col., 1994b; Holmes y Austad 1995; Holmes y Ottinger, 2003;
Holmes y col., 2001; Austad, 1997, 2001; Barja, 1998; Ogburn y col., 2001; Hulbert y col.,
2007; Pamplona y Barja, 2007; Pamplona y col.,, 2002). Investigaciones preliminares de
Pamplona vy col. (1996, 1999 a, b) y recientes investigaciones de nuestro laboratorio con aves
passeriformes y no passeriformes (Gutiérrez et al. 2000, 2002, 2004, 2006) demuestran que
las membranas mitocondriales de diferentes tejidos de aves en comparacion con mamiferos
de similar tamafio corporal poseen acidos grasos con bajo grado de no saturacidn y son mas
resistentes a la peroxidacion lipidica. Sin embargo, la relacion entre sensibilidad a la
peroxidacién de lipidos y el tamafo corporal es aun desconocida.

El objetivo de este Capitulo fue estudiar la relacion entre el tamafo corporal, la
composicion de acidos grasos, el maximo de vida y la sensibilidad a la peroxidacion lipidica
en mitocondrias y microsomas aisladas de cerebro de las siguientes aves: mandn, codorniz,

paloma, pato y ganso.

X.2. RESULTADOS

El peso del cuerpo y del cerebro de las aves analizadas en este estudio se muestra en
la Tabla X.1. El porcentaje relativo del cerebro (peso del cerebro / masa corporal) muestra
cambios importantes desde el ave mas pequefia (mandn) a la mds grande (ganso), con
valores que oscilan entre 2.65 y 0.22 g respectivamente, lo que representa un rango de 12

veces.
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Tabla X.1. Peso del cuerpo y del cerebro de las aves

Nombre Nombre cientifico Max.de vida Peso corporal Peso del cerebro  Porcentaje
vulgar (afos) (g) (g) relativo

Manon Lonchura striata 9 13.55+0.50 0.36 £0.05 2.65
Codorniz Coturnix coturnix 6 142.88 £15.20 0.78 £ 0.08 0.54

var japonica)

Paloma Columba livia 35 347.50 £ 3.50 1.41+0.26 0.40
Pato Cairina moschata 21 2200.00 £ 2.80 5.90+0.36 0.26
Ganso Anser anser 35 5040.00 £ 1.90 11.16 £ 0.09 0.22

Los datos son expresados como la media + SD

X.2.1. Composicion de acidos grasos de mitocondrias y microsomas de cerebro

Los principales acidos grasos saturados de cadena larga de las mitocondrias vy
microsomas de cerebro de las aves estudiadas fueron el C16:0 y C18:0. En ambas organelas
el acido graso no saturado predominante fue el C18:1n9 excepto en mitocondrias de ganso
donde el acido graso mas relevante fue el C18:2n6.

Los valores de Ul y Pl de ambas organelas en las especies de aves estudiadas fueron

similares.
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X.2.2. Relacién entre la masa corporal y la composicidn de acidos grasos

Los acidos grasos presentes en las organelas de cerebro de las diferentes especies de
aves analizadas muestran una significacion alométrica. En mitocondrias el porcentaje de
acidos grasos monoinsaturados fue significativamente mas bajo en las aves de gran tamafio

(r = -0.96) (Figura X.1).

100

manén

codorniz

paloma

monoetilénicos (%)

P=0.007 ]

10 100 1000
Masa corporal (g)

Figura X.1. Relacién alométrica entre la masa corporal y el porcentaje de acidos grasos de las
mitocondrias de cerebro de las diferentes especies de aves. Los datos fueron analizados a través de

la siguiente ecuacion y=1.60 - 0.09 x.

Aunque el contenido total de acidos grasos saturados no mostré diferencias
significativas en las organelas estudiadas, el contenido de C18:0 en los microsomas de
cerebro fue significativamente menor (r = -0.95) en las aves de mayor tamano (Figura X.2a).
También en microsomas de cerebro de las aves mas grandes se observd un aumento
significativo del C18:2n6 (r = 0.98), de los poliinsaturados (r = 0.99) y del total de no
saturados (r = 0.97), no hallandose variaciones alométricas significativas en los dcidos grasos
aislados de las mitocondrias (Tablas X.2-4; Figura X. 2b, cy d). ). El Ul y Pl de las organelas de

cerebro no mostraron correlaciones significativas con el tamafo corporal (Tabla X. 4).
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Figura X.2. Relacidon alométrica entre la masa corporal y el porcentaje de acidos grasos de los

microsomas de cerebro de las diferentes especies de aves. a: C18:0; b: C18:2n6; c: Poliinsaturados; d:

Total de no saturados. Los datos fueron analizados a través de ecuaciones de regresion lineal. a:

y=160-0.11x; b: y=-0.001+0.41x; c: y=0.77+0.24x; d: y=1.36+0.11 x.
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X.2.3. Relacién entre la composicion de acidos grasos y maximo de vida en mitocondrias y

microsomas

El contenido de acidos grasos monoetilénicos en los mitocondrias de cerebro fue
significativamente menor (r = —0.96) en las aves mds longevas. Los microsomas de las aves
con mayor maximo de vida presentaron una disminucién significativa del C18:0 (r =-0.95) y
un aumento del C18:2n6 (r = 0.98), de los poliinsaturados (r = 0.99) y del total de no
satuados (r = 0.96) (Tabla X.5)

X.2.4. Comparacion entre el efecto de la peroxidacidon lipidica de mitocondrias y

microsomas y el tamaiio corporal

La quimioluminiscencia fue estadisticamente significativa en mitocondrias, pero no
en microsomas (Figura X. 3 y 4). Cuando se compararon las mitocondrias controles con las
peroxidadas, se observd una disminucion significativa del C20:4n6 y C22:6n3 (Tabla X. 2). Sin
embargo, la composicién de acidos grasos de los microsomas no cambié (Tabla X. 3). Los
acidos grasos presentes en las muestras peroxidadas de ambas organelas de cerebro no
mostraron tendencias significativas alométricas (Tabla X. 4). No se hallaron diferencias
alométricas entre quimioluminiscencia obtenida de las fracciones subcelulares de cerebro y

masa corporal de las diferentes especies de aves estudiadas (Figura X. 5y 6).
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Figura X.3. Quimioluminescencia total producida por mitocondrias de cerebro (expresada como

cpm/mg de proteina) de diferentes especies de aves. Los datos son expresados como la media

+ SD de 3 experimentos independientes. Las diferencias estadisticas entre las muestras

controles y peroxidadas fueron indicadas por * p < 0.001; ** p < 0.0001.
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Figura X.4. Quimioluminescencia total producida por microsomas de cerebro (expresada como

cpm/mg de proteina) de diferentes especies de aves. Los datos son expresados como la media

1 SD de 3 experimentos independientes.
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Tabla X. 4. Resumen de las correlaciones entre la masa corporal y la composicién de acidos
grasos (area %) e indices de los acidos grasos de las mitocondrias y microsomas de cerebro

de las especies de aves estudiadas

Acidos graso Mitocondrias Microsomas
control peroxidado control peroxidado
r p r p r p r P
C16:0 0.58 [ 0.31 | 0.65 0.23 -0.30 | 0.70 |-0.79 | 0.20
C16:1 n7 0.54 | 0.46 |0.49 0.51 0.89 | 0.11 0.90 | 0.10
C18:0 -0.34 | 0.58 | 0.59 0.30 -0.95 | 0.05 |-0.87 |0.12
C18:1n9 -0.78 | 0.12 |-0.78 0.47 -0.53 | 0.47 0.14 | 0.86
C18:2n6 0.66 | 0.22 | 0.59 0.30 0.98 | 0.01 0.66 | 0.33
C18:3n3 -0.95 | 0.21 [-0.96 0.17 -0.91 | 0.08 -0.82 | 0.18
C20:4 n6 0.26 | 0.67 | 0.41 0.49 -0.79 | 0.21 0.39 | 0.61
C22:6 n3 -0.12 | 0.84 | 0.33 0.58 0.11 | 0.89 -0.78 | 0.22
SFA -0.39 | 0.52 | 0.67 0.22 -0.48 | 0.52 -0.78 | 0.22
MUFA -0.96 | 0.01 |-0.87 0.12 0.31 [ 0.69 |-0.43 |0.57
PUFAs 0.62 | 0.26 | 0.69 0.20 099 (0.01 |-0.70 |0.30
UFA 0.55 | 0.34 | 0.65 0.23 0.96 [ 0.03 |-0.92 |0.08
ul 0.86 | 0.06 | 0.70 0.20 0.92 | 0.08 0.58 | 0.42
Pl 0.39 | 0.51 0.52 0.37 0.70 | 0.30 -0.22 | 0.77
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Tabla X. 5. Resumen de las correlaciones entre el maximo de vida y la composicidn de acidos

grasos (area %) e indices de los acidos grasos de mitocondrias y microsomas de cerebro de

las especies de aves estudiadas

Acido graso Mitocondrias Microsomas

control peroxidado control peroxidado

r p r p r p r p

C16:0 0.58 0.31 0.65 0.24 -0.30 0.70 -0.80 0.20
C16:1n7 0.54 0.46 0.49 0.51 0.89 0.11 0.90 0.10
C18:0 -0.34 0.58 0.59 0.30 -0.95 0.05 -0.87 0.12
C18:1n9 -0.78 0.12 -0.78 0.43 -0.53 0.47 0.14 0.86
C18:2n6 0.66 0.22 0.59 0.30 0.98 0.01 0.66 0.33
C18:3n3 -0.95 0.21 -0.96 0.17 -0.92 0.08 -0.82 0.18
C20:4n6 0.26 0.68 0.41 0.49 -0.79 0.21 0.39 0.61
C22:6n3 -0.12 0.84 0.33 0.58 0.11  0.89 -0.78  0.22
SFA -0.39 0.52 0.67 0.22 -0.48 0.52 -0.78 0.22
MUFA -0.96 0.01 |-0.87 0.12 0.31 0.69 0,43 0.57
PUFAs 0.62 0.26 0.70 0.20 0.99 0.01 0.70 0.30
UFA 0.55 0.34 0.65 0.23 0.96 0.03 0.92 0.08
ul 0.86 0.06 0.69 0.20 0.92 0.08 0.58 0.42
Pl 0.39 0.51 0.52 0.37 0.70 030 |[-0.22 0.77

r: coeficiente de correlaciéon lineal de Pearson;

estadisticamente significativos se indican en negrita.
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Figura X.5. Relacién alométrica entre quimioluminiscencia obtenida de mitocondrias de cerebro y

masa corporal de de las diferentes especies de aves estudiadas. Los datos fueron analizados a través

de ecuaciones de regresion lineal. Control y =2.46 + 0.004 x; Peroxidado ===y =2.80 + 0.08 x
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Figura X.6. Relacidn alométrica entre quimioluminiscencia obtenida de microsomas de cerebro y
masa corporal de de las diferentes especies de aves estudiadas. Los datos fueron analizados a través

de ecuaciones de regresion lineal. Control y = 2.59- 0.054 x; Peroxidado

y=-2.58-0.03 x
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X.2.5. Comparacidon entre el efecto de la peroxidacion lipidica de mitocondrias y

microsomas de cerebro y el maximo de vida

En mitocondrias (Figura X. 7) y en microsomas (los datos no se muestran) de cerebro
no hubo correlacidn significativa entre el Pl y el maximo de vida.
La relacion entre sensibilidad a la peroxidacion lipidica y el maximo de vida en

mitocondrias no fue significativa (Figura X .7).

PI
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x
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Figura X.7. Relacidn alométrica entre el maximo de vida (MLSP) y el indice de peroxidabilidad (PI, a)y
la sensibilidad a la peroxidacidn lipidica (b) en mitocondrias de cerebro de diferentes especies de
aves. Los datos fueron analizados a través de ecuaciones de regresion lineal. a: y=1.26- 0,29 x; b:

y=-2,62+0.33x
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X.3. DISCUSION

Nuestros resultados muestran que en estas cinco especies de aves, la sensibilidad a la
peroxidacién lipidica de mitocondrias y microsomas de cerebro no se correlaciona con el
tamafio corporal. Las organelas de cerebro de las especies de aves examinadas, al igual que
las de otros vertebrados poseen altos niveles de dcido docosahexaenoico, lo que indica una
alta especificidad tisular.

En mitocondrias sélo se observd una disminucidn significativa en el porcentaje de
acidos grasos monoinsaturados al aumentar el tamafio corporal. En microsomas se hallé una
disminucién alométrica significativa del C18:0 y aumentos significativos en el C18:2n6,
poliinsaturados y total de no saturados cuando aumenta el tamafio corporal. No se
observaron relaciones alométricas significativas entre el contenido de C20:4n6 y C22:6n3 de
mitocondrias y microsomas y la masa corporal. El analisis del MLSP y los acidos grasos
mostrd que las aves mds longevas poseen un perfil de dcidos grasos similar al de las aves de
mayor tamafio, datos coincidentes con los hallados por otros autores (Pamplona y Barja,
2003; Pamplona y col., 1998). Por otra parte, las organelas de cerebro de todas las especies
estudiadas poseen grandes cantidades de C22:6n3, siendo la concentracién de este acido
graso mayor que la observada en otros tejidos (Gutiérrez y col., 2002, 2004, 2006).

A pesar de que entre los vertebrados existen pequefas diferencias en la composicién
de acidos grasos, es evidente que hay una especifica y funcional necesidad de altas
concentraciones de C22:6n3. De hecho, el C22:6n3 parece ser predominante en el cerebro
de la mayoria de los vertebrados (Farkas y col., 2000; Turner y col., 2005a; Gutiérrez y col.,
2002, 2004, 2006). A pesar de todos los cambios gendmicos ocurridos en mas de 500
millones afios, la conservacion de dicha molécula da testimonio de una exclusividad en el
cerebro (Crawford, 2006). El consenso actual indica que los fosfolipidos que contienen C22:6
n3 imparten fluidez y permeabilidad a las membranas de las células neuronales, por lo tanto
permiten la accion de las proteinas de membrana que participan en el mecanismo de
transmisién neuronal (Salemy col., 2001).

Nuestros resultados estdn de acuerdo con previas investigaciones realizadas en
mamiferos (Couture y Hulbert, 1995) y en aves (Turner y col., 2005b; Hulbert y col., 2007) y

han sido asociados con un requerimiento especifico funcional del cerebro. La peroxidacion
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lipidica puede alterar la estructura celular de membranas modificando la composicién de
acidos grasos de los fosfolipidos.

La peroxidacidn lipidica ha adquirido una renovada atencion, cada vez mas pruebas
muestran su participacién en el envejecimiento. Es dificil la evaluacién de los niveles de
peroxidacién lipidica in vivo. Esto es debido en parte a que los lipidos son oxidados por
diferentes oxidantes y mecanismos y dan una variedad de productos versatiles, que pueden
sufrir metabolismo y reacciones secundarias (Yoshida y col, 2007).

La quimioluminiscencia ha sido ampliamente utilizada como un indicador de
formacion de ROS en las células y érganos enteros, permitiendo el estudio de una serie de
condiciones fisiopatoldgicas relacionadas con el estrés oxidativo (Roda y col., 2000).

Otro hallazgo interesante de este Capitulo es que las mitocondrias de cerebro de
todas las especies de aves examinadas en un rango de 372 veces la masa corporal,
exhibieron una similar sensibilidad a la peroxidacion lipidica. La emision de luz y la
composicion de acidos grasos de los microsomas de cerebro no fueron afectadas por la
peroxidacién lipidica. Esta falta de sensibilidad observada en microsomas podria ser debido
al bajo contenido de C20:4n6 y C22:6n3 y a un mayor contenido de C18:2n6 y menor indice
de no saturacidon en comparacion con las mitocondrias. Estas caracteristicas hacen que los
microsomas sean menos vulnerables al daifo oxidativo. Una disminucidn de la relaciéon C20:4
n6/C18:2n6 en microsomas también indica una actividad limitada de las enzimas A5 y A6
desaturasa.

La teoria de "marcapasos de la membrana”, considerada como una extensién de la

|ll

teoria del “estrés oxidativo”, enfatiza la importancia de la composicién de acidos grasos de
las membranas y su modificacién por la peroxidacién como factores determinantes del
envejecimiento y del maximo de vida (Hulbert y col., 2007). Sin embargo, esta aseveracion
no es valida para todos los tejidos.

En este estudio hemos demostrado que las organelas de cerebro de todas las aves
examinadas presentan similar contenido de C226n3, reforzando de esta manera evidencias
anteriores acerca de una similar composicion de acidos grasos en el cerebro de los
vertebrados homeotermos.

Varios estudios han evaluado la relacion entre el estrés oxidativo y MLSP en

diferentes especies de vertebrados. Existen evidencias que indican que hay por lo menos dos
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principales caracteristicas de las especies longevas: una alta tasa de reparaciéon del ADN vy
una baja produccion de ROS. En el presente Capitulo se observd que el Pl del cerebro de las
especies de aves analizadas no se correlaciond con el tamafo corporal ni con MLSP. Por lo
tanto, nuestros resultados muestran que el grado de no saturacion es independiente de la
masa corporal y del maximo de vida. Esto podria explicar el mantenimiento estructural y la

integridad funcional del cerebro de las aves.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

En esta seccidn se resumen las principales conclusiones extraidas de los resultados

del trabajo.

Observaciones en los distintos 6rganos utilizados en el estudio

1. Higado

a. Composicion de acidos grasos de mitocondrias y microsomas

Los principales acidos grasos saturados de cadena larga fueron el C16:0 y C18:0. El
acido graso monoetilénico predominante fue el C18:1n9 y los acidos grasos poliinsaturados

mayoritarios fueron el acido C18:2n6 y C20:4n6.

b. Relacidn entre la masa corporal y la composicion de acidos grasos

En mitocondrias el porcentaje de acidos grasos saturados fue significativamente
menor en las aves de mayor tamanio, el acido graso C16:1n7 mostré la misma tendencia sin
alcanzar significacion estadistica. Por el contrario, los acidos grasos C18:1n9, C18:2n6,
18:3n3 asi como el total de no saturados aumentaron significativamente con el tamafio. En
microsomas el resultado sobresaliente fue que el acido graso palmitoleico disminuyé
significativamente mientras que el linoleico aumentd con el aumento de la masa corporal.

El Ul y el Pl de las organelas de higado no mostraron relaciones significativas con la
masa corporal

c. Relacidn entre la composicion de acidos grasos y maximo de vida (MLSP)

En cuanto a la composicién de acidos grasos y MLSP, observamos que las aves mas
longevas poseen mayor contenido de acidos grasos poliinsaturados especialmente C18:2n6.

Sin embargo, no hallamos ninguna correlacion entre el Pl y MLSP.

d. Susceptibilidad a la peroxidacion lipidica de mitocondrias y microsomas

Las mitocondrias y microsomas de mandn, paloma y pato fueron afectadas por el
proceso de peroxidacion observandose en las mitocondrias peroxidadas una disminucion

significativa del C20:4n6 y C22:6n3. Sin embargo, las mitocondrias y microsomas de higado
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de codorniz y ganso no fueron afectadas por el proceso de lipoperoxidacién

consecuentemente el perfil de acidos grasos, Ul y Pl no fueron modificados.

e. Relacidon entre peroxidacion lipidica de mitocondrias y microsomas con el tamano

corporal y MLSP

En nuestro estudio, si bien la mayoria de las aves fueron afectadas por el proceso de
lipoperoxidacion, no observamos diferencias significativas en la relaciéon quimioluminiscencia

vs tamanfo corporal, ni entre la quimioluminiscencia y el maximo de vida.
2. Corazén
a. Composicidn de acidos grasos de mitocondrias y microsomas

En mitocondrias y microsomas, los acidos grasos saturados de cadena larga fueron
principalmente el C16:0 y el C18:0. Los acidos grasos no saturados predominantes fueron el

C18:1n9 vy el C18:2n6.
b. Relacion entre masa corporal y composicion de acidos grasos

Las mitocondrias de corazén de las especies de aves de mayor tamafio presentaron
un mayor porcentaje de C16:1n7, indicando una correlacién positiva entre ambas variables.
En mitocondrias y también en microsomas el contenido C18:0 mostré una correlacidon
negativa con la masa corporal, presentando las aves de mayor tamano un menor contenido
del acido graso mencionado. El contenido total de acidos grasos poliinsaturados en
mitocondrias no mostrd relacion con la masa corporal pero si fue evidente en los
microsomas. En esta preparacién también encontramos que el contenido del acido graso
C18:2n6, asi como el total de acidos grasos n6 y el Ul mostraron relaciones alométricas
positivas con respecto al tamafio corporal. El total de acidos grasos n3 y especificamente el
contenido de C22:6n3 de mitocondrias y microsomas no mostraron cambios significativos

con respecto a la masa corporal.
c. Relacién entre composicion de acidos grasos y MLSP

Encontramos correlaciones positivas entre el contenido de C16:1n7 de mitocondrias

y el contenido C18:2n6 y los poliinsaturados n6 de microsomas, mostrando las aves mas
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longevas mayores porcentajes de dichos acidos grasos. Una correlacién negativa fue hallada
tanto en mitocondrias como en microsomas con respecto al contenido de C18:0, el cual

disminuyé al aumentar la MLSP.

d. Relacion entre peroxidacion lipidica de mitocondrias y microsomas con el tamafio

corporal y el MLSP

Las mitocondrias y microsomas de corazén no fueron afectadas por el proceso de
lipoperoxidaciéon. El hallazgo mds interesante de nuestro estudio fue que,
independientemente del tamano corporal y del maximo de vida, el corazdn de todas las aves
examinadas mostré una alta resistencia a la peroxidacién lipidica. Este comportamiento

podria estar contribuyendo a la preservacién de la funcidn cardiaca.
3. Cerebro
a. Composicion de acidos grasos de mitocondrias y microsomas

Los principales acidos grasos saturados fueron el C16:0 y el C18:0. El acido
monoetilénico predominante fue el C18:1n9 y los acidos grasos poliinsaturados mayoritarios
fueron el C20:4n6 y el C22:6n3. Es de destacar que, al igual que en otros vertebrados, el
cerebro de todas las aves aqui examinadas poseen altos niveles de C22:6n3, siendo la
concentracion de este acido graso mayor que la observada en otros tejidos. Estos resultados
indican que este acido graso contribuye en el mantenimiento de la fluidez y permeabilidad
de la membrana neuronal condiciones necesarias para cumplir adecuadamente con la

transmisién de los impulsos eléctricos.
b. Relacidn entre masa corporal y composicion de acidos grasos

En mitocondrias, sélo se observd una disminucién significativa en el porcentaje de
acidos grasos monoetilénicos al aumentar el tamafio corporal. En microsomas se observaron
aumentos significativos en el C18:2n6, poliinsaturados y total de no saturados con el
aumento el tamafio corporal. En mitocondrias y en microsomas el contenido de C20:4 n6,

C22:6n3, Ul y Pl no mostraron cambios significativos con el aumento de la masa corporal.
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c. Relacién entre composicion de acidos grasos y MLSP

El analisis del MLSP y la composicién de los dcidos grasos muestran que las aves mas

longevas poseen un perfil de acidos grasos similar al de las aves de mayor tamaiio.
d. Susceptibilidad a la peroxidacion lipidica de mitocondrias y microsomas

Las mitocondrias de cerebro de todas las aves examinadas en este estudio fueron
susceptibles a la lipoperoxidacién, efecto que puede atribuirse al alto contenido de C20:4n6
y C22:6n3. Sin embargo, los microsomas de cerebro no fueron afectados por la peroxidacién
lipidica. Esta falta de sensibilidad podria ser debido al bajo contenido de C20:4n6 y C22:6n3,
y a un mayor contenido de C18:2n6 y menor Ul. Estas caracteristicas harian que los

microsomas sean menos vulnerables al dafio oxidativo.

e. Relacidn entre peroxidacion lipidica de mitocondrias y microsomas con el tamafio

corporal y MLSP

La sensibilidad a la peroxidacién lipidica de mitocondrias y microsomas de cerebro no
se correlaciona con el tamafio corporal ni con el MLSP. Por lo tanto, nuestros resultados
ponen en evidencia que el alto grado de no saturacidn predominante en el cerebro es
independiente de la masa corporal y del MLSP, lo que podria explicar el mantenimiento

estructural y la integridad funcional del cerebro en todas las aves.
CONCLUSIONES GENERALES SOBRE LAS AVES ESTUDIADAS

v’ Los &cidos grasos saturados predominantes fueron el C16:0 y C18:0 y los no saturados
mayoritarios fueron el C18:1n9, C18:2n6 y C20:4n6. Hubo un predominio de los PUFAs

n6 sobre los n3.

v" Aunque el porcentaje total de &cidos grasos no saturados fue similar en todos los
organos estudiados, la contribucion de cada uno fue diferente. Es asi que en higado y
corazon prevalecieron los dcidos grasos con bajo grado de no saturacién por sobre los
altamente no saturados como el C22:6n3. Sin embargo, en cerebro, hubo predominio de

este acido graso, lo que estaria en relacién con su rol especifico en las células excitables.
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Por otro lado, sélo algunos de los acidos grasos mostraron tendencias alométricas. En
las aves de mayor tamafio hallamos un menor contenido del acido graso C18:0 y un

mayor contenido de C18:2n6.

El analisis del MLSP y la composicidon de los acidos grasos muestran que las aves mas

longevas poseen un perfil de dcidos grasos similar al de las aves de mayor tamafio.

La sensibilidad a la peroxidacién lipidica no se correlaciona con el tamano corporal ni

con el MLSP.

De las relaciones anteriores surge que el acido graso C18:2n6 seria muy importante en

las aves y estaria cumpliendo un papel protector contra la peroxidacion lipidica.
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