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Resumen

1 envejecimiento puede definirse como la disminucién de las funciones

fisiolégicas, bioquimicas y moleculares a lo largo de la vida de un indivi-

duo. Durante décadas se ha relacionado al envejecimiento con el dafio
oxidante generado por las especies reactivas de oxigeno (ERO) que son produ-
cidas por el metabolismo aérobico de los organismos. Las defensas antioxidantes
que han desarrollado los organismos aérobicos resultan ser insuficientes frente
a los retos ambientales y propios del metabolismo, de tal manera que se genera
un desbalance conocido como estrés oxidante. Este desbalance tiene como con-
secuencia daios oxidantes en las principales biomoléculas, como lo son lipidos,
proteinas y DNA. El dafio oxidante principal es en el DNA nuclear ya que al alte-
rarse las secuencias génicas se disminuyen las funciones fisiologicas y estructura-
les de los individuos. Existen diferentes dafios al DNA como son los rompimien-
tos de SSB y DSB, las mutaciones y la produccidn de aductos de DNA. Entre los
sistemas de reparacién del DNA que se han reportado por estar relacionados con
el envejecimiento se encuentran el MMR, BER y la enzima ATM.
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Especies reactivas de oxigeno

Los radicales libres (RL) pueden ser definidos como atomos o moléculas con uno
o més electrones desapareados en alguno de sus orbitales electrénicos (Halliwell
y Gutteridge, 1999). Este electron generalmente es el que le proporciona su alta
capacidad reactiva. El oxigeno molecular (dioxigeno) tiene una configuracién
electrénica tnica y es por si mismo considerado un radical, porlo que los RL deri-
vados del oxigeno producidos por los seres vivos son considerados los radicales
mas importantes (Miller et al., 1990). Las especies reactivas de oxigeno (ERO)
son ubicuas, altamente reactivas, de tiempo de vida media muy corto, se producen
en el metabolismo del oxigeno en los sistemas bioldgicos aerdbicos y reaccionan
con las moléculas que se encuentran a su alrededor, empezando con aquéllas que
se encuentran muy cercanas a su sitio de formacién. Las ERO incluyen al radical
superéxido (02.), al radical hidroxilo (OH.) y al peréxido de hidrégeno (H,0,).
Ademas habria que considerar entre las ERO a las especies reactivas de nitrégeno
(ERN), que poseen tanto dtomos de oxigeno como de nitrégeno, e incluyen al
6xido nitrico (NO) y al radical peroxinitrito (ONOO«) entre las mas importan-
tes. Las ERN también participan en diferentes procesos bioldgicos, como en el
funcionamiento de los tejidos vasculares. Las ERO/ERN han sido consideradas
daninas por su reactividad, sin embargo, bajos niveles de éstas son necesarias para
que se lleven a cabo diferentes procesos bioquimicos, entre los que se encuentran
la sefializacién intracelular, la diferenciacion, el control del ciclo, la apoptosis, el
sistema inmune, la defensa contra los microorganismos (Ghosh, 1998; Tohyama
y Yamamura, 2004; Bae et al., 1997; Lee et al., 1998).

Antioxidantes

La exposicién a las ERO producidas por los procesos fisiolégicos o ambienta-
les ha llevado a los organismos a desarrollar mecanismos de defensas (Cadenas,
1997). Los organismos se protegen contra el estrés oxidante inducido por las
ERO con mecanismos que pueden ser preventivos, de reparacion, defensas fisicas
y defensas antioxidantes.

Este ultimo es uno de los mds importantes y estd compuesto por enzimas
antioxidantes entre las que se encuentran la superéxido dismutasa (SOD), glu-
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tatién peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT) y otros compuestos no enzimaticos
entre los que se encuentran el 4cido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina
E), glutation reducido (GSH), carotenoides, flavonoides y otros antioxidantes.

Las ERO pueden causar la muerte celular via apoptosis y/o necrosis en algu-
nos tipos celulares, las cuales pueden ser disminuidas o eliminadas por los siste-
mas antioxidantes (Carmody y Cotter, 2001; Kim et al., 2001; Jang y Surh, 2003).
La concentracién de las ERO y el microambiente celular parecen ser importantes
en determinar el tipo de muerte celular (Kim et al., 2001). En condiciones norma-
les siempre existe un balance entre las ERO y las defensas antioxidantes para que
los organismos se encuentren en homeostasis.

Estrés oxidante

Las ERO son producidas en todos los organismos aerdbicos y normalmente estin
en la célula en un estado balanceado con las moléculas antioxidantes. El estrés oxi-
dante se presenta cuando este balance es perturbado por la falta de antioxidantes,
por la generacién excesiva de ERO o por ambas. Asi que, cuando los antioxidantes
se encuentran en bajas proporciones y/o se incrementa la formacién de ERO, se
incrementa la respuesta celular para tratar de contrarrestar este evento hasta que
se puede controlar o cuando la célula no lo puede controlar, entonces activa el
proceso de muerte. El estrés oxidante puede generar un ambiente muy adverso
o condiciones extremas en los sistemas bioldgicos. Un répido indicador de que
el sistema se encuentra en estrés oxidante es determinar el incremento en la res-
puesta antioxidante y/o un incremento en los niveles de ERO endégenos. La for-
macién de ERO se incrementa como una consecuencia de diferentes condiciones
de estrés ambiental, entre las que se encuentran la radiacién electromagnética UV,
la exposicién a herbicidas, temperaturas extremas, toxinas como la cercosporinay
aflatoxina, contaminantes ambientales, metales y xenobidticos. Cuando el estrés
oxidante se presenta, la funcién de la célula es contrarrestar los efectos oxidantes
y restaurar el balance redox tratando de alcanzar los pardmetros homeostéticos.
Este tltimo evento de la respuesta celular puede activar o silenciar genes que codi-
fican para enzimas de defensa, factores de transcripcion y proteinas estructurales
(Dalton et al., 1999; Scandalios, 2004 ).
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En los eucariontes superiores, tanto plantas como animales, la respuesta al
estrés oxidante es muy compleja y estd modulada por diferentes reguladores (Scan-
dalios, 1997). El estado redox dependiente de ERO que modifica el reciclamiento
de los tioles de los residuos de cisteinas es sumamente importante para establecer
las interacciones proteina-proteina y proteina-DNA que son fundamentales para
los procesos de transduccién de sefiales y para la regulacién de la actividad de algu-
nos factores de transcripcion (Dalton et al., 1999; Scandalios, 2004; Storz e Imlay,
1999; Kiley y Storz, 2004; Ruis y Schuller, 1995; Moradas-Ferreira y Costa, 2000;
Delaunay, Isnard y Toledano, 2000), como es el caso de la activacién del factor
NF-xB y la proteina AP-1, conocidos por tener una participacién fundamental en
procesos como la proliferacion, diferenciacion y morfogénesis, los cuales pueden
ser estimulados por diferentes agentes que convergen en un mecanismo comun
que involucra la produccién de ERO. Un mecanismo que se ha descrito consiste
en que al incrementarse la produccién de H,O, se tiene como consecuencia la
activacion redox de NF-kB y en el cual participa una forma activa de la proteina
Rho que es una GTPasa que responde a la modificacion del estado redox celular
(Gabbita et al., 2000). Las fuentes de ERO, tanto extracelulares como intracelula-
res, son capaces de modular la expresion de genes. Dosis bajas de H,O, (<20uM)
pueden producir cambios en la fosforilacion de proteinas reguladoras especificas,
entre las que se encuentra la proteina cinasa B también conocida como Akt. La
accion directa de la sefalizacién por H,O, en la regulacion diferencial de genes
antioxidantes en plantas y animales es debida a las interacciones proteina-DNA
en la region del elemento de respuesta antioxidante (ARE; TGACTCA), NF-xB
y el elemento de respuesta al 4cido abscisico (ACGT) en los promotores de estos
genes. Ademds la induccidn de la expresion de genes de defensa, otros papeles del
desbalance redox en plantas incluyen muerte directa de patégenos, la modifica-
cién de la estructura de la pared celular y la induccién de la muerte celular progra-
mada (Scandalios, 1997). En levaduras y animales, el estrés oxidante puede llevar
ala detencién de la divisién celular y a la progresion del ciclo celular (Paulovich et
al., 1997). Un claro ejemplo de como las ERO pueden tener un papel benéfico fue
la observacion de que el O, desempenaba un rol importante en la infeccién por
microbios, en donde su actividad puede ser comparada con la de un antibidtico
de amplio espectro (Babior 1984). En plantas, la respuesta a la invasion por paté-
genos también involucra un desbalance redox que tiene que ver con un aumento
transitorio de grandes cantidades de ERO (Doke 1997).
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El estado de estrés oxidante generado por el incremento de ERO desempefia
papeles diferentes, y en ocasiones opuestos, durante diferentes procesos celulares.
Por ejemplo, el H O, puede actuar de una manera relevante en los procesos de
transduccion de senales por medio de la activacion de NF-kB, mientras que en
condiciones patolégicas de estrés oxidante el H,O, puede inducir la apoptosis
o la necrosis. El estado estable de los niveles de ERO en las células es critico y es
crucial para determinar si la célula debe incrementar los niveles de ERO o activar
mecanismos que modulen la respuesta antioxidante celular.

Estrés oxidante y envejecimiento

Durante décadas se ha estudiado la relacion que existe entre la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) con la acumulacién de biomoléculas oxi-
dadas, que son una de las caracteristicas que se presentan durante el proceso de
envejecimiento; esta propuesta es una de las mds aceptadas para tratar de expli-
car la disminucién en las funciones fisiol6gicas, bioquimicas y moleculares que se
presentan en el envejecimiento y fue formulada por Harman en 1956.

Se han realizado una extensa cantidad de trabajos que apoyan estd teoria,
entre ellos los realizados en nematodos, en donde se encontré que una mutacién
en una subunidad del complejo II de la cadena de transporte de electrones, la
enzima succinato deshidrogenasa, incremento la produccién de ERO, se dismi-
nuyo la respiracién y se acorté el tiempo de vida de este organismo especialmente
en ambientes con altas concentraciones de oxigeno, demostrando una correla-
cién entre las ERO y el tiempo de vida de un individuo (Ishii et al., 1998); en otro
trabajo, en donde se utilizé6 moscas como modelo de estudio, se encontrd que al
disminuirse los niveles de expresién de la enzima superdxido dismutasa tipo II
(SOD2), la cual se encuentra localizada en la mitocondria, se disminuia la loco-
mocién y el tiempo de vida (Martin ef al.,, 2009), mientras que al incrementarse
los niveles de expresién de SOD2 se incrementa la longevidad de las moscas (Sun
and Tower, 1999). En algunos trabajos en mamiferos se ha demostrado que al
sobre-expresar la enzima catalasa en la mitocondria, reduce los niveles de estrés
oxidante e incrementa el tiempo de vida. Sin embargo, la sobre-expresién de la
catalasa en el nucleo o en los peroxisomas no afecta el tiempo de vida; se pro-
pone que la mitocondria es un participante muy importante en el metabolismo
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oxidante y en la regulacién del tiempo de vida de un organismo (Schriner et al.,
2005).

El estrés oxidante es uno de los eventos principales que se encuentra aso-
ciado con el dafio celular estrechamente relacionado con la progresién de algunas
enfermedades y con el envejecimiento. El dano ocasionado por las ERO es muy
extenso e inespecifico y los mecanismos involucrados en la reparacién del daio
son ubicuos para proteinas, lipidos y DNA. Las proteinas oxidadas son reducidas
por enzimas como la metionin sulféxido reductasa (Alamuri y Maier, 2004) y la
sestrina (Budanov et al., 2004) o degradadas en sistemas especializados como lo
es el proteosoma o los lisosomas, asi como por diferentes proteasas. Los perdxi-
dos de 4cidos grasos en los fosfolipidos de las membranas son eliminados por la
fosfolipasa A2 y reducidos a alcohol por la enzima glutatién peroxidasa (GPx);
sin embargo, cuando los peréxidos reaccionan con metales complejos, se forman
diferentes aldehidos como el malondialdehido y 4-hidroxinonenal, asi como otros
hidrocarburos como el etano y el pentano, todos ellos son productos finales del
proceso de lipoperoxidacién. Finalmente cabe destacar que estos aldehidos pue-
den reaccionar con los grupos tioles y amino de las proteinas lo que producird un
dano estructural y funcional de las proteinas. Entre los danos que se presentan en
el DNA se encuentran los rompimientos de cadena, las modificaciones estructu-
rales en las bases nitrogenadas y los diferentes tipos de mutaciones en la secuencia
del DNA, éstas son reparadas por diferentes mecanismos como la unién de frag-
mentos terminales no homélogos (NHE]), la recombinacién homéloga (HR), la
reparacién por escision de bases (BER), la reparacién por escision de nucledtidos
(NER) y el sistema de reparacién por mal apareamiento (MMR). Se ha repor-
tado que la respuesta en la reparaciéon del DNA juega un papel importante en la
estabilidad del genoma, la activacion de la apoptosis o la supervivencia y el enve-
jecimiento prematuro.

Sistemas de reparacion del DNA en el envejecimiento

El mantenimiento 6ptimo del DNA nuclear es critico para el funcionamiento
celular, es por ello que los organismos han desarrollado numerosos sistemas
de reparacion para los diferentes tipos de lesiones que se presentan en el DNA.
Los rompimientos de doble cadena (DSB) y los rompimientos de cadena sen-
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cilla (SSB) son reparados a través de los sistemas NHEJ y HR; mientras que los
danos ocasionados por efecto de las ERO, en donde se producen aductos de DNA
como lo son la 8-hidroxidesoxiguanosina, la timina glicol y algunos otros pro-
ductos de alquilaciones, son reparados a través del sistema BER y NER (Lom-
bard et al., 2005). Finalmente las mutaciones que se presentan en la secuencia de
DNA, que son detectadas como malos apareamientos de las cadenas homologas
del DNA, son reparadas por el sistema MMR. Cabe destacar que la diversidad de
mutaciones, como lo son las inserciones, deleciones, transversiones y transicio-
nes, pueden ser producto del estrés oxidante. Para la reparacién del DNA existen
diferentes pasos, el primero es la deteccion de las lesiones del DNA por sensores
moleculares, en segundo lugar estd la activacion de proteinas de sefializacién que
sirven de moléculas transductoras y finalmente el agrupamiento de las proteinas
efectoras de la reparacion del DNA. Las ERO producen al aducto 8-hidroxides-
oxiguanosina y lesiones DSB, estas lesiones en el DNA son detectadas por dos
enzimas muy importantes: la ataxia telangiectasia mutada (ATM), que es una de
las proteinas mas importantes en la deteccién de lesiones DSB, y la 8-hidroxi-
desoxiguanosin DNA glicosilasa (Ogg-1), que se encarga de sensar al aducto
8-hidroxidesoxiguanosina, asi como de activar al sistema BER. Se ha reportado
que mutaciones en estas proteinas que participan en la reparaciéon del DNA pre-
sentan fenotipos de envejecimiento prematuro.

Ataxia telangiectasia mutada (ATM)

ATM es uno de los principales guardianes de la integridad del genoma. Esta pro-
teina cinasa multifuncional es la encargada de organizar intricadas respuestas celu-
lares al dafio en DNA del tipo DSB. La ausencia o la disfuncién de ATM origina
desordenes genéticos pleiotrépicos, como la ataxia telangiectasia (AT), patolo-
gias relacionadas a la degeneracién neuronal, inmunodeficiencia, envejecimiento
prematuro y susceptibilidad al cincer (Shiloh y Kastan, 2001). ATM se activa por
la aparicién de DSB y por la fosforilaciéon de diferentes sustratos involucrados en
las respuestas de reparacién del DNA, la apoptosis y la detencién del ciclo celular;
por lo tanto, ATM es una molécula clave en la estabilidad del genoma, incluyendo
la reparacion del DNA vy los sitios de regulacién de la detencién del ciclo celu-
lar. Recientemente se ha reportado que el estrés oxidante facilita la deficiencia en
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la funcién de ATM, lo que sugiere que se encuentra involucrada en la respuesta
antioxidante. La presencia de DSB activa a ATM mediante una autofosforilacién
en el residuo de Ser-1981, produciendo una disociacién dimérica (Bakkenist y
Kastan, 2003). Aunque el mecanismo preciso de activacién de ATM es todavia
incierto, se ha reportado que el complejo Mrell/RadS0/Nbs1 estd involucrado
en la autofosforilacién de ATM ( Lee y Paull, 2005). ATM activada es una cinasa
que se caracteriza por fosforilar a la proteina fosfatidil inositol-3- cinasa (PI3K)
en su region carboxilo terminal, ademas de fosforilar numerosas proteinas como
H2AX, una de las isoformas de histonas que forman el nucleosoma como H2A, la
proteina pS3, la cual juega un papel importante en la respuesta celular a diferentes
genotoxicos, puede ser fosforilada por ATM en el residuo Ser-15, lo cual tiene
como consecuencia el incremento en la transcripcion de diferentes genes involu-
crados en procesos como la detencidn en el ciclo celular, la apoptosis y la senes-
cencia en respuesta al dafio por DSB (Barzilai, 2007; Meek, 2004). Mutantes de
diferentes moléculas involucradas en la estabilidad del genoma se han reportado
por presentar fenotipos de envejecimiento prematuro. En ratones, la disfuncién
de Atm, DNA-PKcs, KU86, p53, Wrn y XpdTId/XPA, las cuales participan en la
respuesta de reparacion del DNA, causan fenotipos de envejecimiento prematuro
en diferentes tejidos y érganos, sugiriendo que las moléculas involucradas en la
reparacién del DNA tienen un papel importante en el proceso normal de enveje-
cimiento. En los humanos, la patologia de AT incluye entre sus caracteristicas un
envejecimiento acelerado. La inestabilidad genémica y defectos en la reparacién
del DNA como producto de la deficiencia de ATM podrian contribuir al fenotipo
de envejecimiento prematuro, ya que ATM participa en el mantenimiento de los
telémeros (Hande, 2004; Pandita, 2002). Se ha observado que células que pre-
sentan AT, muestran telomeros acortados, ademads de un incremento en las fusio-
nes teloméricas. Pacientes con AT pueden presentar envejecimiento prematuro,
al menos en parte, como consecuencia de la disfuncién telomérica.

8-Hidroxi-desoxoguanosina-DNA glycosilasa (Ogg 1)
El daio en el DNA se ha relacionado con la etiologia de diferentes enfermeda-

des y el envejecimiento. La reparaciéon de bases oxidadas en todos los organismos
se lleva a cabo por medio del sistema de reparacién BER. El punto principal en
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el sistema BER es el reconocimiento de las bases oxidadas, que posteriormente
seran removidas por una enzima DNA glicosilasa. Existen 2 tipos de DNA gli-
cosilasas en los mamiferos, la OGG1 y una homologa de la endonucleasa tipo
III (NTHL1), las cuales se ha descrito por tener una funcién en la remocién de
dafios oxidativos en las bases nitrogenadas (Hazra ef al., 2007). Los sustratos de
estas DNA glicosilasas son altamente especificos, pero principalmente reconocen
aductos de purinasy pirimidinas. NTH reconoce una gran cantidad de aductos de
pirimidinas, como es el caso del aducto Timidina glycol, S-hidroxidesoxicitosina,
dihidrouracil y al menos otras 6 pirimidinas oxidadas. La OGG1 es la principal
enzima que remueve los dafios oxidantes en los residuos de guanina, entre los que
destaca el aducto 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG). Se ha reportado que la
capacidad de reparacion del sistema BER se presenta disminuida en el envejeci-
miento, y que ademds se ha observado que en organismos envejecidos disminuye
la actividad de OGG1. Consecuentemente con esta disminucién en la actividad
del sistema BER, se ha observado un incremento en los niveles de concentracion
del aducto 8-OHdAG durante el envejecimiento (Chen et al., 2003). Por otra parte,
se ha reportado que en la enfermedad de Huntington, las mutaciones somaticas
asociadas ala progresion de la enfermedad se originan en una acumulacion del tri-
plete CAG, esta acumulacion, a su vez, se debe a una incapacidad del sistema para
remover los dafios en las bases oxidadas (Kovtun et al., 2007). La acuamulacién
del dafio oxidativo debido a la acumulacion del aducto 8-OHdAG es dependiente
del envejecimiento y podria ser la causa en el incremento de los tripletes CAG
mediados por la reaccién de reparacion, lo que nos sugiere que la enfermedad de
Huntington es dependiente de la edad.

MSH2

En nuestro equipo de trabajo, en un modelo murino de la cepa CD-1, se deter-
miné que el dafio oxidante en el DNA se incrementa en el envejecimiento. Estos
danos oxidativos se presentan por la acumulacién del aducto 8-OHdG y por la
presencia de rompimientos del tipo SSB y DSB (Lépez-Diazguerrero, 2005). Esta
acumulacién del dano en el DNA podria ser por una disminucion en los niveles
de expresion del sistema de reparacién MMR, en donde la enzima MSH2 desem-
pefa un papel fundamental durante la reparacion del DNA. Los niveles de expre-
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si6n de la enzima MSH2 se observan disminuidos en diferentes tejidos como el
higado, corazén y ovario de ratones envejecidos de la cepa CD-1. La disminucién
en la expresion de MSH2 es el resultado de una regulacion epigenética, en donde
observamos que el promotor de la enzima MSH2 se encuentra metilado en mayo-
res proporciones en los individuos envejecidos en comparacién con los individuos
sanos (Conde-Perezprina, 2008). Finalmente, en recientes trabajos de nuestro
grupo observamos que existe una disminucion en los niveles de expresion de la
enzima MSH2 dependiente de la edad en dos diferentes tipos de murciélagos, Des-
modus Rotundus (hematéfago) y Myotis (insectivoro) y que esta disminucién en la
expresion de MSH2 tiene como consecuencia un incremento en el daio al DNA
evaluado por la aparicién de secuencias satelitales, que es un mecanismo alterna-
tivo para evaluar el dafio oxidativo al DNA.

Conclusion

El estrés oxidante es un factor importante en la acumulacién de biomoléculas
oxidadas durante el proceso de envejecimiento. Los perjuicios que destacan en
las biomoléculas es el dafio al DNA, que puede presentarse en diferentes formas
como la aparicién de aductos, los rompimientos de SSB y DSB, asi como los dife-
rentes tipos de mutaciones. Los sistemas de reparacién del DNA cuya disminu-
cion se ha observado durante el envejecimiento son el BER, MMR vy la enzima
ATM. Es evidente que la falla en los sistemas de reparacién del DNA tiene conse-
cuencias graves en el funcionamiento bioquimico, estructural y molecular de los
individuos, lo que sin duda es una de las caracteristicas del proceso del envejeci-
miento. ;Cémo podremos disminuir los dafios oxidantes al DNA? ;Serd estd la
alternativa que estamos buscando para aminorar los efectos del envejecimiento?
Son algunas de las cuestiones que debemos resolver para comprender el proceso
del envejecimiento. Para ello es necesario que desarrollemos modelos biolégicos
en donde se pueda aumentar la respuesta para contrarrestar el dafio oxidante al
DNA, tal vez incrementando la expresion de enzimas como Oggl, ATM o MSH2,
0 quizd tratando de disminuir los niveles de ERO o aumentando la respuesta
antioxidante. Para ello podemos utilizar las herramientas moleculares con las que
contamos hasta hoy. En los ultimos tiempos han surgido nuevas estrategias para
el estudio del envejecimiento, entre las que destacan los modelos horméticos que
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se basan en adaptar los modelos bioldgicos a condiciones ligeras de estrés oxi-
dante, lo que se ha observado es un incremento en la respuesta antioxidante que
le confiere proteccidn ante restos letales. Estos y otros modelos por investigar son
los que debemos desarrollar para generar mas conocimiento sobre el proceso de
envejecimiento.
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