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TITULO DE LA TESIS: Papel de la Citocromo bs reductasa-3 (CYB5R3) y del componente graso
de la dieta en la fisiologia y el envejecimiento del musculo esquelético.

DOCTORANDO/A: Sara Lépez Bellén

INFORME RAZONADO DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS
(se hara mencidn a la evolucién y desarrollo de la tesis, asi como a trabajos y publicaciones derivados de la misma).
El objetivo general de la Tesis Doctoral que se presenta es determinar los mecanismos por los
cuales CYB5R3 promueve una extension de la longevidad en ratones, empleando para ello
ratones transgénicos que sobreexpresen esta proteina, y realizando un disefio experimental de
intervenciones dietéticas para analizar los efectos de la restriccion calérica y de distintas fuentes
grasas. Los estudios se centran en musculo esquelético, tejido postmitdtico que tiene una
contribucion mayor al gasto metabdlico en los animales. CYB5R3 es una flavoproteina que
cataliza la transferencia de electrones desde el NADH hasta el citocromo bs o hasta aceptores
electrénicos alternativos como coenzima Q y muchos compuestos exdgenos. La investigacion
desarrollada en el grupo de investigacion durante los ultimos afios ha permitido demostrar que
los ratones transgénicos que sobreexpresan CYB5R3 (TG) presentan una mayor longevidad,
manifiestan una mejor sensibilidad a la insulina, menor inflamacién, menor dafio oxidativo y
estan parcialmente protegidos frente a la induccion de cancer. Sin embargo, los ratones TG
muestran un mayor porcentaje de grasa y obtienen su energia preferentemente de los
carbohidratos, indicando que la sobreexpresién de CYB5R3 puede contribuir a extender la
longevidad a través de mecanismos diferentes a la restriccién caldrica. Aunque la expresion de
genes relacionados con la sintesis de acidos grasos y los niveles de acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) de cadena larga aumentaron considerablemente en los animales transgénicos, no se
conoce si estas alteraciones del perfil lipidico tisular contribuyen significativamente a los efectos
prolongevidad del transgen, particularmente en musculo esquelético (donde tiene lugar el
mayor incremento en la expresién de CYB5R3), aspectos que constituyen la base del trabajo de
investigacion planteado en esta Tesis. La hipdtesis de partida es que la eficiencia mitocondrial

estara optimizada en los ratones transgénicos, lo que da lugar a una mejora en la produccion de



energia y una mayor preservacion de la mitocondria durante el envejecimiento. Por otro lado,
se ha previsto que puede existir una interferencia entre la sobreexpresion de CYB5R3 y la
restriccion caldrica dado que, aunque la sobreexpresion de CYB5R3 simula algunos de los efectos
beneficiosos para la salud de la restriccién caldrica, también existen efectos metabdlicos
antagénicos. Sobre esta base, los objetivos de estudio se han centrado en procesos claves del
compartimento mitocondrial como son: sefializacién apoptética, ultraestructura mitocondrial,
biogénesis y dinamica mitocondrial, autofagia, asi como niveles de coenzima Q, que son claves
a la hora de determinar la pauta de envejecimiento. Las investigaciones se han dirigido al tejido
muscular esquelético de ratones transgénicos que sobreexpresan CYB5R3, sometidos a
diferentes intervenciones nutricionales (restriccion caldrica y alteraciones en la composicién de

acidos grasos de la dieta), y se han investigado también los efectos del envejecimiento.

La introduccidn de la memoria de Tesis describe adecuadamente los aspectos clave relativos al
envejecimiento, los mecanismos asociados al mismo, y las principales teorias que tratan de
explicar sus causas, prestando especial interés a la teoria de los radicales libres, a los efectos
deletéreos de las especies reactivas, y al papel clave desempenado por la mitocondria en este
proceso. El concepto de deficiencias asociadas a la edad en la funcién mitocondrial, a nivel de
bioenergética, biogénesis, y dindmica de fusidn y fisidn, asi como a los procesos de autofagia 'y
mitofagia, estan bien presentados y revisados. Tras este apartado, se abordan las intervenciones
cuyo objetivo es paliar o retardar los efectos deletéreos del envejecimiento como son la
restriccion caldrica y la preservacion de los niveles de NAD* mediante sobreexpresion de
CYB5R3, una enzima que, ademas, desempefia importantes funciones metabdlicas, entre las
cuales se encuentra la regeneracion de antioxidantes y la desaturacion y elongacién de acidos
grasos, aspecto que también es posible modificar mediante intervenciones basadas en el
consumo de dietas con una composicion lipidica determinada. La doctoranda dedica también
un apartado a la importancia del tejido muscular en la investigacién de las alteraciones en los
mecanismos celulares asociados al envejecimiento y el efecto de las intervenciones genéticas y

nutricionales.

Los métodos utilizados en la Tesis son acordes con la consecucién de los objetivos perseguidos.
Para ello se han investigado posibles alteraciones relacionadas con la funcidn mitocondrial en

los ratones TG y controles WT en tres intervenciones:

1) efecto de la grasa de la dieta (basada en la formulacién AIN93M pero conteniendo manteca,
aceite de oliva, aceite de soja o aceite de pescado) en animales jévenes/adultos (4 meses de

intervencidn, 7 meses de edad en el momento del sacrificio).



2) restriccidn caldrica en animales jévenes/adultos (4 meses de intervencion, 7 meses de edad

en el momento del sacrificio).

3) envejecimiento, en una cohorte de animales alimentados con la dieta AIN93M estandar (24

meses de edad en el momento del sacrificio).

Ello justifica que los resultados y discusion se agrupen en tres capitulos donde se detallan en
profundidad todos los datos del estudio y se interpretan en el contexto de las investigaciones

relacionadas publicadas mas relevantes y actualizadas.

Las técnicas y la metodologia son innovadoras y adecuadas para abordar los objetivos de Ila
investigacion. Los resultados se discuten con claridad y se colocan adecuadamente dentro del
contexto del estado actual de conocimiento en el campo de la fisiologia mitocondrial. Asimismo,
las conclusiones alcanzadas ofrecen un potencial traslacional de posibles enfoques en
tratamientos sobre envejecimiento. En conjunto, este trabajo muestra originalidad, adecuada
calidad en enfoques técnicos y experimentales, y proporciona avances significativos en nuestra
comprension de los efectos beneficiosos de CYB5R3 en la promocidén de un envejecimiento

saludable.

El estudio realizado en la intervencidn con distintas fuentes de grasa a los animales adultos WT
y TG, apunta que el fenotipo impuesto por la dieta prevalece frente a la sobreexpresién de
CYB5R3 en las distintas rutas estudiadas en musculo esquelético. La dieta de aceite de pescado
produce una mejora en el flujo autofagico en el musculo esquelético de los ratones jévenes, asi
como un aumento de la biogénesis mitocondrial y un efecto protector frente a la muerte celular
programada, sin observarse beneficios adicionales al combinar esta dieta con la sobreexpresion
de CYB5R3. Por otra parte, la dieta de manteca parece producir un bloqueo de la autofagia, que
en el caso de la fibra blanca se ve paliado por la sobreexpresién de CYB5R3, y un aumento de la

apoptosis dependiente de caspasas.

En lo que respecta a la intervencién de restriccidn calédrica, los resultados obtenidos han sido
incluidos junto con otros correspondientes a una Tesis doctoral del grupo realizados en higado
en un articulo en la revista GeroScience (IF: 8.88; Q1). 2020 Jun;42(3):977-994. doi:
10.1007/s11357-020-00187-z. Epub 2020 Apr 22. PMID: 32323139, en el que la doctoranda es
co-primera autora. En dicho articulo se demuestran mecanismos que confieren un papel
relevante a nivel metabdlico de esta enzima modulando las adaptaciones fisioldgicas de los
ratones a la restriccidn caldrica: la sobreexpresidon de CYB5R3 conservd en gran medida el peso
corporal y hepatico en ratones en condiciones de restriccidn caldrica. En el musculo esquelético,

el estudio de los marcadores de dindmica mitocondrial reveld un aumento en los niveles de



MFN-1 por restriccion caldrica en ambos genotipos. Los datos respaldan que muchas
alteraciones provocadas por la restriccidn caldrica en la abundancia y dindmica mitocondrial
pueden verse obstaculizadas por la sobreexpresidon de CYB5R3, pero estos efectos se compensan
con una mayor abundancia de complejos ETC mitocondriales en los ratones TG sometidos a esta

intervencion dietética

En lo referente al estudio de envejecimiento, se evaluaron comparativamente los parametros
de la funcién mitocondrial, la autofagia y los marcadores de mitofagia en el tejido muscular de
individuos jovenes/adultos (7 meses) y viejos (24 meses) WT y con sobreexpresion de CYB5R3
(TG). Los resultados de este estudio se han sometido a publicacidn en la revista GeroScience y,
habiendo sido evaluados muy positivamente por los revisores, estan actualmente en fase de
segunda revision acorde a los comentarios y recomendaciones de estos revisores. En dicho
articulo, en que la doctoranda es primera autora, se describen los resultados de esta tesis
doctoral correspondientes al estudio ultraestructural de las mitocondrias subsarcolémicas e
intermiofibrilares obtenidos mediante microscopia electrdnica y analisis de imagen en muestras
de gastrocnemio rojo. CYB5R3 se sobreexpresé de manera eficiente y su efecto fue significativo
en las mitocondrias del tejido muscular, independientemente de la edad, aumentando la
abundancia de los complejos |, Il y IV en ratones viejos y previniendo la disminucién relacionada
con la edad de los complejos |, lll, IV y V, y la mitofusina MFN-2. Tanto el envejecimiento como
la sobreexpresion de CYB5R3 aumentaron los marcadores de fision mitocondrial FIS1 y DRP-1,
aunque con diferentes resultados en la ultraestructura mitocondrial. La abundancia de
marcadores de biogénesis mitocondrial TFAM y NRF-1, y los niveles de coenzima Q se redujeron
significativamente con el envejecimiento, pero estas disminuciones no se contrarrestaron por la
sobreexpresion de CYB5R3. La importancia de los resultados obtenidos radica en que las
intervenciones dirigidas a estimular CYB5R3 podrian representar una estrategia valiosa para
contrarrestar los efectos nocivos del envejecimiento en el musculo esquelético, siendo

potencialmente de interés para la extension de la longevidad.

Ademas de las publicaciones indicadas, la doctoranda ha presentado numerosas
comunicaciones (pdster y orales) en congresos nacionales e internacionales, tanto de caracter
generalista como especificos a nivel internacional en el campo de las especies reactivas y los

antioxidantes.

En lo relativo al programa formativo, éste se ha desarrollado también de manera excelente.
Cabe destacar su participacién en jornadas, congresos (nacionales e internacionales) y cursos

formativos, asi como en la docencia asignada en el PDD del departamento de Biologia Celular,



Fisiologia e Inmunologia, la cual ha desarrollado con total eficacia y responsabilidad. Por todo lo
indicado anteriormente, nuestra consideracién sobre la labor realizada en el periodo desde el
inicio de los estudios de la doctoranda hasta la actualidad, asi como sobre el grado de

cumplimiento de los planes de investigacién y de formacion, es dptima.

Por todo lo expuesto, consideramos que la Tesis presentada por D2 Sara Lépez Bellén cumple
todos los requisitos necesarios para optar al Grado de Doctor por la Universidad de Cérdoba, y

se autoriza la presentacidn de la tesis doctoral.

Cérdoba, 25 de febrero de 2022

Firma del/de los director/es

VILLALBA fimado BURON  fimado
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JOSE (ONTORO JOSE MARIA MARIA ISABEL -
MAQNUEL - 30452767P
MANUEL - 30499885E ISABEL - Fecha: 2022.02.25

30499885F cha20220225  30452767P 1631:49 +01°00

Fdo.: José Manuel Villalba Montoro Fdo.: Maria Isabel Burén Romero
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Resumen

Introduccion

El envejecimiento es el declive progresivo dependiente del tiempo que viene acompafiado
de una disminucion de la fertilidad y del aumento de la susceptibilidad del organismo a
amenazas tanto enddgenas como externas. A lo largo de toda la historia ha habido un gran
interés en dilucidar los mecanismos por los que ocurre el envejecimiento, con el fin de
desarrollar distintas intervenciones para retrasarlo o incluso prevenirlo. Este intenso
estudio ha llevado a definir distintas teorias para explicar el envejecimiento, asi como

marcadores de este proceso. Dentro de estas teorias se pueden destacar, por su relevancia,

la teoria de los radicales libres, segln la cual el envejecimiento se debe al ataque que

producen los radicales libres en distintos componentes celulares; la teoria mitocondrial

de los radicales libres, en la que se le da un papel central a la mitocondria como productor

principal y diana de los radicales libres; la teoria de las membranas, en la que se relaciona

la composicién de las membranas con su susceptibilidad a sufrir dafios, y la teoria de los
telomeros, que relaciona el acortamiento de los telémeros con el proceso de
envejecimiento. Respecto a los marcadores del envejecimiento, se han definido los
siguientes: inestabilidad gendmica, acortamiento de los teldmeros, alteraciones
epigenéticas, pérdida de la proteostasis, desregulacion de la deteccion del estado
nutricional, senescencia celular, agotamiento de células madre, alteracion de la
comunicacion intercelular y disfuncién mitocondrial. En este sentido se considera que el
conocimiento y control de estos procesos podria servir para intervenir en el

envejecimiento.

Entre los resultados positivos obtenidos para hacer frente al proceso de envejecimiento
cabe destacar la restriccion caldrica (RC), que es la intervencion no genética mejor
caracterizada para aumentar la longevidad. Ademas, es la Unica que ha demostrado tener
efecto en todas las especies en las que se ha sido estudiado, que van desde la levadura
hasta los primates. Esta intervencion consiste en la reduccion del consumo de calorias sin
llevar a la desnutricion, pero los mecanismos exactos por los que logra aumentar la
longevidad aun no se conocen con exactitud. Dada la dificultad que supone mantener
durante un largo periodo de tiempo esta intervencién, se han desarrollado distintas
alternativas, como puede ser la ingesta de distintos compuestos, que se denominan

miméticos de la RC, porque simulan los efectos de esta intervencion, o incluso el aumento
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en la expresion de distintas enzimas. Entre estas enzimas que se han estudiado para
mimetizar los efectos de la RC y promover la longevidad asi como el envejecimiento
saludable se encuentra la citocromo bs reductasa 3 (CYB5R3) (NADH: ferricitocromo
bs oxidorreductasa, EC 1.6.2.2). Esta enzima pertenece a una familia de flavoproteinas
oxidoreductasas que catalizan la transferencia de electrones desde el NADH al citocromo
bs (CYB5), uno de sus principales aceptores, o hacia otros aceptores como coenzima Q o
diversos compuestos exdgenos. Entre las funciones de CYB5R3 cabe mencionar la
elongacion y desaturacion de acidos grasos, la biosintesis de colesterol o el metabolismo
de drogas. Por otro lado, la oxidacion del NADH que resulta de la actividad CYB5R3
hace que aumente la relacion citosélica NAD*/NADH, lo que se observa bajo condiciones
de RC, y dicho aumento hace que se activen las sirtuinas (SIRT), que intervienen en la
regulacién de ciertas rutas metabdlicas asociadas con un aumento de la longevidad y un
envejecimiento saludable. Todo esto ha llevado a la hipétesis de que el NAD* y las
reacciones de oxidacion de NADH, como las llevadas a cabo por CYB5R3, estan en el
centro de los beneficios que se obtienen de la RC. Recientemente, se ha demostrado que
la sobreexpresion de CYB5R3 causa la mejora de distintos parametros metabdlicos que
Ilevan a un aumento de la extensién de la vida en animales transgénicos. Ademas, los
ratones que sobreexpresan CYB5R3 se caracterizan por la existencia de altos niveles de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, mejora de la funcion mitocondrial,
disminucion del dafio oxidativo e inhibicion de rutas proinflamatorias cronicas.

De acuerdo con la teoria de las membranas mencionada anteriormente, el grado de
insaturacion de los acidos grasos de las membranas celulares influye en la longevidad, y
dado que la grasa de la dieta altera los fosfolipidos de las membranas celulares, los
cambios en la composicion lipidica de la dieta pueden tener efectos sobre la longevidad.
Ademas, estudios previos han revelado que la composicion grasa de la dieta también
modula los efectos producidos por la RC, observandose una mayor longevidad en los
animales sometidos a RC con una dieta con una alta proporcion de &cidos grasos saturados
(SFA) y monoinsaturados (MUFA) frente a los sometidos a RC con una dieta alta en
acidos grasos poliinsaturados (PUFA). Todos esto indica la importancia que tiene la
composicion de la dieta, especialmente la fuente grasa, en el envejecimiento,
convirtiéndose en una posible herramienta o “terapia” que ayude a paliar los efectos
nocivos que se producen en los tejidos con el avance de la edad.

Como se ha comentado anteriormente, la teoria mitocondrial de los radicales libres pone

el foco en este organulo celular y en los procesos que ocurren en él, asi como en la
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disfuncion mitocondrial asociada al envejecimiento. Concretamente, cabe destacar la
cadena de transporte de electrones mitocondrial (ETC), que va a permitir la obtencion de
energia en forma de ATP a partir de los electrones contenidos en NADH y FADH>. La
ETC esta formada por 4 complejos que se encuentran en la membrana mitocondrial
interna (IMM) entre los que se produce el flujo de electrones. Tres de estos cuatro
complejos bombean protones hacia el espacio intermembrana, que luego vuelven a la
matriz mitocondrial a favor de gradiente a través del complejo de la ATP sintasa,
generando energia. Con el envejecimiento se produce una reduccion en la actividad de
algunos de estos complejos.

Otros procesos a tener en cuenta al estudiar la disfuncion mitocondrial son la dinamica y
biogénesis mitocondrial. Las mitocondrias son organulos dindmicos que estan
constantemente sometidos a ciclos de fusién y fision para adaptarse a las necesidades
energéticas de la célula, que forman parte del proceso de control de la calidad
mitocondrial, fisionando mitocondrias gravemente dafiadas para que sean eliminadas por
mitofagia, o fusionando mitocondrias dafiadas mas levemente para diluir mutaciones,
garantizando asi la homeostasis de este organulo. La dinamica mitocondrial resulta
especialmente importante en tejidos postmitoticos, como es el caso del mdsculo
esquelético. Durante el envejecimiento, se producen alteraciones en este sistema de
control del compartimento mitocondrial, que varian en funcién del tejido estudiado y
resultan en la disfuncién y acumulacién de mitocondrias aberrantes, debido también a
disfunciones en la autofagia. Para mantener la homeostasis de este organulo, se deben
eliminar las mitocondrias dafiadas, mientras que se deben formar nuevas mitocondrias a
partir del crecimiento y division de organulos preexistentes, lo que ocurre por el proceso
de biogénesis. Este proceso desciende con la edad, habiéndose visto aumentado sin
embargo por RC, ejercicio fisico o exposicion al frio.

La disminucién de la autofagia asociada a la edad, asi como de la mitofagia, lleva al
acumulo de organulos defectuosos, lo que tiene efectos negativos sobre la fisiologia de
los tejidos. Por lo tanto, resulta interesante estudiar el papel que tienen distintas terapias
antienvejecimiento sobre esta ruta. En este contexto, también es de interés el estudio de
la ruta de apoptosis, que va a mantener la homeostasis de los tejidos, equilibrando la
produccion de nuevas celulas con la eliminacion de otras cuando ya no son necesarias,
estan dafiadas o son peligrosas para el organismo. La apoptosis esta relacionada con el
envejecimiento, observandose un incremento de la muerte celular programada a medida

gue se alcanza una edad avanzada, mientras que la RC produce un descenso de esta ruta,
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lo que podria tener efectos beneficiosos sobre el desarrollo de la sarcopenia, que consiste
en una disminucion progresiva de la masa y la funcion muscular. Aungue no se conoce
claramente la patogénesis de la sarcopenia, se sabe que en su desarrollo se produce
inflamacion, degeneracion neuromuscular y disfuncion mitocondrial, siendo este Gltimo
uno de los principales factores implicados en la degeneracion muscular dependiente de la
edad y en el que se centra este trabajo. Dentro de esta disfuncion mitocondrial como
consecuencia del envejecimiento se puede mencionar un descenso en la masa
mitocondrial, asi como una reduccion de la actividad de la ETC. Esta menor actividad de
la ETC lleva a una menor sintesis de ATP, y con ello se produce un descenso en la sintesis
de proteinas musculares. Todo esto ha llevado a que centremos este estudio en el musculo
esquelético, tejido postmitético que constituye el 45% del peso corporal, considerandose
el tejido metabdlico méas grande del cuerpo, y en el que las mitocondrias tienen un gran
peso, constituyendo 2-10% del volumen celular del musculo esquelético de mamiferos.
El estudio del musculo esquelético resulta especialmente interesante al tratarse de uno de
los érganos méas consumidores de energia y al ser un tejido postmitético, en los que son
especialmente pronunciadas las disminuciones de la funcion mitocondrial asociadas a la
edad.

Hipotesis inicial y objetivos

Durante los Gltimos afios, la investigacion del grupo se ha enfocado a elucidar el papel de
la composicidn de acidos grasos en la fisiologia mitocondrial y las acciones de la RC que
favorecen la longevidad. Ademas, hemos demostrado el papel de la CYB5R3 en la
regulacion del metabolismo aer6bico y el envejecimiento a través de mecanismos
relacionados con disminucion del dafio oxidativo y alteraciones en la composicion de
acidos grasos.

Se ha utilizado un modelo de intervencion nutricional en ratones con cohortes de animales
alimentados con dietas que contenian manteca (rica en acidos grasos saturados y MUFA),
aceite de soja (rica en PUFA n-6), o aceite de pescado (rica en PUFA n-3) para realizar
un estudio longitudinal de longevidad y estudios transversales para investigar parametros
principalmente relacionados con la mitocondria, como composicién en acidos grasos,
fuga de protones, actividades de la cadena de transporte electronico, generacion de ROS,
peroxidacion lipidica, metabolismo del coenzima Q, ultraestructura mitocondrial y
sefializacion apoptotica. En comparacion con las otras dietas, la dieta con manteca
maximizd los efectos positivos de la RC. Dos importantes marcadores del envejecimiento

en higado, fragmentacion del DNA y tamafio nuclear, aumentaron de manera significativa
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con la edad en todos los grupos exceptuando el de los animales alimentados con una dieta
de RC-manteca, presentando este grupo un aumento en la fision mitocondrial. En rifion,
la RC mitigd numerosas alteraciones estructurales relacionadas con el envejecimiento,
encontrandose también los resultados Optimos en el grupo RC-manteca. El anélisis
longitudinal mostro un beneficio en longevidad para los distintos grupos alimentados en

RC en el sentido: manteca > aceite de soja > aceite de pescado.

Esta linea de investigacion converge con otra centrada sobre CYB5R3 como un nuevo
gen prolongevidad, mediante el desarrollo y caracterizacion de una estirpe de ratones
transgénicos que sobreexpresan CYB5R3. Estos ratones mostraron mayor longevidad,
mejoria en la sensibilidad a la insulina, menor inflamacion, menor dafio oxidativo y
proteccion frente a la induccion de cancer. Sin embargo, los ratones transgénicos tuvieron
un mayor porcentaje de grasa y obtuvieron su energia preferentemente de los
carbohidratos, indicando que la sobreexpresion de CYB5R3 puede contribuir a extender
la longevidad a través de mecanismos diferentes a la RC. La expresion de genes
relacionados con la sintesis de acidos grasos y los niveles de PUFA de cadena larga,
aumentaron considerablemente en los animales transgénicos. Sin embargo, no se conoce
si estas alteraciones del perfil lipidico tisular contribuyen significativamente a los efectos
prolongevidad del transgen, particularmente en musculo esquelético, donde tiene lugar el
mayor incremento en la expresion de CYB5R3. Estos aspectos constituiran la base del
trabajo de investigacion planteado en esta Tesis, cuyos objetivos se definen a

continuacion.

El objetivo general de este trabajo es determinar los mecanismos por los cuales CYB5R3
promueve una extension de la longevidad en ratones, empleando para ello ratones
transgénicos que sobreexpresen esta proteina, y realizando un disefio experimental de
intervenciones dietéticas para analizar los efectos de la RC y de distintas fuentes grasas.
Los estudios se centraran en musculo esquelético, tejido postmitético que tiene una
contribucion mayor al gasto metabdlico en los animales.

Para lograr este objetivo general se definen los siguientes objetivos especificos:
Obijetivo especifico 1: Determinar la influencia de la sobreexpresion de CYB5R3 sobre

procesos ligados a la mitocondria relevantes para la pauta de envejecimiento: sefializacion
apoptotica, ultraestructura mitocondrial, biogénesis y dindmica mitocondrial, autofagia,

asi como niveles de coenzima Q.
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Objetivo especifico 2: Determinar las condiciones dietéticas que maximizan la

preservacion metabdlica por sobreexpresion de CYB5R3. Se estudiaran los efectos de la
RC y del contenido graso de la dieta.

Objetivo especifico 3: Analizar el efecto de la edad estudiando los efectos de la

sobreexpresion de CYB5R3 en animales viejos.

Materiales y métodos

Para la realizacion de este trabajo se emplearon ratones macho silvestres (WT) y
transgénicos (TG) para la CYB5R3, de la cepa C57BL/6J. Los animales TG fueron
cedidos por el Dr. Rafael de Cabo, y se cruzaron con hembras WT de la cepa C57BL/6J
obtenidas de los laboratorios Charles River (Barcelona, Espafia) para establecer una
colonia que fue mantenida en el Servicio de Animales de Experimentacion (SAEX) de la
Universidad de Cdérdoba. Durante los tres primeros meses de edad, los dos grupos de
ratones WT y TG fueron alimentados con pienso estandar, y transcurrido este tipo fueron

sometidos a las distintas intervenciones que se describen a continuacion.

Por un lado, se llevd a cabo una intervencidn de restriccion caldrica, en la que se
subdividieron dos grupos en funcion de la ingesta de calorias. Un grupo fue alimentado
ad libitum con dieta AIN93M, mientras que el otro grupo se alimentd con una reduccion
de 40% de la ingesta de calorias. La intervencion se llevd a cabo durante 4 meses, por lo

que los animales se sacrificaron a los 7 meses de edad.

Otra intervencion se basé en diferente componente graso de la dieta. De nuevo los
animales fueron sometidos a esta intervencion durante 4 meses, sacrificandose a los 7
meses de edad, y con la dieta AIN93M, variando en este caso el componente principal de
grasa, diferenciandose cuatro subgrupos dietéticos: manteca de cerdo, aceite de oliva,

aceite de soja y aceite de pescado.

Por ultimo, se llevé a cabo una intervencion de envejecimiento, en la que los animales se
alimentaron con dieta AIN93M durante 4 meses, el grupo de jovenes, y 21 meses, el grupo
de viejos. Estos animales fueron sacrificados a los 7 y 24 meses de edad, respectivamente.

Al finalizar las distintas intervenciones, los animales fueron sacrificados por dislocacién
cervical, se extrajo el muasculo esquelético de las extremidades posteriores, que fue
congelado por inmersion en nitrogeno liquido en un tampon de congelacion y almacenado
posteriormente a -80°C hasta el momento de su uso. También se tomaron muestras de

gastrocnemio que fueron fijadas en glutaraldehido al 4% preparado en tampo6n cacodilato
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0,1M pH 7,0, para su posterior procesamiento y estudio por microscopia electronica de

transmision.

Para llevar a cabo la inmunodeteccion de las distintas proteinas analizadas mediante la
técnica de western blot, se llevaron a cabo dos tipos de homogeneizaciones. Por un lado,
se llevd a cabo una extraccion de proteinas homogeneizando un trozo de tejido con
tampon de RIPA suplementado con DTT 1 mM, PMSF 1 mM, 10 ug/ml de CLAP y
cocteles de inhibidores de fosfatasas a 4°C con un disruptor de tejidos mecanico. Una vez
homogeneizado el tejido, la mezcla resultante se agitd vigorosamente durante 15
segundos en vortex y posteriormente se centrifugd a 10.000 g durante 15 min a 4°C, con
el fin de separar el sobrenadante, que contenia las proteinas extraidas, del residuo no
extraible que queda en el pellet. Por otro lado, también se llevd a cabo una
homogeneizacién a 4°C con el mismo disruptor de tejidos mecanico, esta vez en tampon
de homogeneizado cuya composicién fue: Tris-HCI 20 mM, pH 7,6, KCI 40 mM,
sacarosa 0,2 M, EDTA 10 mM, suplementado en el momento de uso con DTT 1 mM,
PMSF 1 mM, 10 pg/ml de CLAP y cocteles de inhibidores de fosfatasas. A partir de este
homogeneizado total se llevo a cabo un fraccionamiento por centrifugacion diferencial
para obtener las distintas fracciones subcelulares como se describe a continuacion. En
primer lugar, se sometié el homogeneizado a centrifugacion durante 10 minutos a 420g y
a 4°C en una microfuga, con el fin de sedimentar los nucleos y las células sin romper. El
pellet asi obtenido se tratd para extraccion nuclear, mientras que el sobrenadante se
traspasd a un tubo limpio y se volvié a centrifugar durante 10 minutos a 6.700g en la
microfuga a 4°C. Tras esta centrifugacion, el pellet se resuspendié en tampén de
homogeneizacién y se conservé a -80°C como fraccidn enriquecida en mitocondrias. El
sobrenadante generado en este paso de centrifugacion, que contiene los restos de
membranas ligeras y citosol, se transfirié a un tubo de ultracentrifuga y se sometio a
centrifugacion durante 15 minutos a 100.000g a 4°C, usando el rotor basculante SW60Ti
y una ultracentrifuga L-70. El pellet obtenido se resuspendid en tampon de
homogeneizacién y se conservé a -80°C como membranas extramitocondriales. El
sobrenadante, que contenia la fraccion citosélica, también se conservd a -80°C hasta su
utilizacion.

Una vez obtenidos los distintos extractos proteicos se determiné la cantidad de proteina
mediante el método de Bradford, con la modificacion de Stoscheck, y se procedid a

preparar los extractos para la electroforesis, empleando 50g de proteina de cada muestra.
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La separacion de proteinas se llevd a cabo mediante una electroforesis SDS-PAGE en
Geles Criterion Stain Free de Bio-Rad, y la transferencia a la membrana de nitrocelulosa
mediante el sistema Trans-blot Turbo de Bio-Rad. Posteriormente, las membranas fueron
bloqueadas con leche e incubadas con el anticuerpo primario en agitacion durante toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente las membranas fueron lavadas e incubadas a temperatura
ambiente durante 1h en agitacion con el anticuerpo secundario correspondiente. Por
ultimo, el revelado de la sefial quimioluminiscente se llevo a cabo en el sistema de
documentacién de geles ChemiDoc Touch Imaging System de Bio-Rad.

Para llevar a cabo la determinacion de los niveles de coenzima Q (CoQ) se realiz6 una
extraccion de lipidos a partir de los homogeneizados totales. Para ello, se le afiadié al
homogeneizado SDS al 10% y seguidamente etanol-isopropanol en proporcion 95:5, se
agitoé vigorosamente, se afladieron 500 pl de hexano, se volvio a agitar y se centrifugo
durante 5 minutos a 10.000g a 4°C. Tras la centrifugacion, se recogio la fase superior de
hexano, y se repitio la adicion de hexano a la fase inferior y la centrifugacion. De nuevo
se recogio la fase de hexano, que se combiné con la anterior y se evaporo el solvente en
un concentrador de vacio. Los extractos lipidicos se resuspendieron con 30pl de metanol
y se sometieron entonces a un proceso de reduccién mediante la adicién de 1ul de una
solucion de borohidruro sédico 50mM, tras el que se inyectaron en el HPLC para
determinar los niveles de CoQ.

Por Gltimo, para el anélisis de microscopia electrénica, las muestras se procesaron
siguiendo un protocolo estandar por el que se infiltraron en la resina EPON 812. Las
secciones ultrafinas obtenidas se contrastaron en soluciones metalicas de plomo y uranilo,
y se visualizaron y fotografiaron en un microscopio electronico de transmision Jeol JEM
1400 del Servicio Centralizado de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de
Cordoba, para el posterior andlisis de las imagenes con el software Imagel (NIH;
Bethesda, MD, USA). Se tomaron micrografia de fibras musculares blancas (FB) y fibras
rojas (FR), en las que se procederia a analizar tanto mitocondrias como figuras de
autofagia (FA). En el caso de las FR, se diferenciaron los dos tipos de mitocondrias
presentes, denominandose estas como mitocondrias intermiofibrilares (IMFM) vy

mitocondrias subsarcolémicas (SSM).

Resultados y discusion

La sobreexpresion de CYB5R3 se produjo de forma eficiente en el musculo esquelético

de los animales TG bajo todas las intervenciones estudiadas, y dicha sobreexpresion se
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dirigié de forma significativa a la mitocondria. Todo esto hace del musculo esquelético
un tejido idoneo para estudiar los efectos directos de la sobreexpresion de esta enzima en
la fisiologia celular. Por su parte, en los animales WT los niveles de CYB5R3 se vieron
afectados por el componente graso de la dieta, y aumentados como consecuencia del
proceso de envejecimiento en todas las fracciones estudiadas, mientras que en el caso de

la RC s6lo se observo dicho aumento en los homogeneizados totales.

De acuerdo con la teoria de las membranas mencionada en la introduccién, segun la cual
el grado de insaturacion de las membranas, y especialmente la cantidad de PUFAs n-3 se
relacionan inversamente con la longevidad, y teniendo en cuenta que los acidos grasos
ingeridos en la dieta pueden modificar la composicion de las membranas, resultaba
interesante estudiar el efecto que produce la ingesta de dietas con diferente componente
graso en distintos procesos relacionados con el envejecimiento. Por su parte, se ha
demostrado previamente que la sobreexpresion de CYB5R3 en ratones TG incrementa la
longevidad, mejora la sensibilidad a insulina y disminuye el dafio oxidativo. Ademas, en
ese mismo estudio previo se encontrd que en estos animales TG se produce un incremento
de la expresion de genes relacionados con la sintesis de acidos grasos, asi como un
aumento en los niveles de PUFA de cadena larga, efecto relacionado posiblemente con la
actividad desaturasa de CYB5R3. Sin embargo, no se conoce si las alteraciones en el
perfil lipidico contribuyen al efecto prolongevidad de la sobreexpresion de CYB5RS3.
Nuestros resultados han revelado que la dieta de aceite de pescado produce un descenso
en la fusion mitocondrial, asi como un aumento en la fisién, tanto en animales WT como
TG. Sin embargo, nuestro estudio de microscopia electrénica no ha puesto de manifiesto
cambios en el tamafio mitocondrial en los animales alimentados con dicha dieta. Esto nos
podria estar indicando que las mitocondrias mas pequefias generadas a través de procesos
de fision estan siendo eliminadas por autofagia, como revela el incremento encontrado en
la ratio LC3 II/I, indicativo del flujo autofagico, y como estd documentado en la
bibliografia para los PUFAs n-3. También se ha descrito que los PUFASs n-3 producen un
aumento de la biogénesis mitocondrial, posiblemente para regenerar esa poblacion
mitocondrial que esta siendo eliminada, lo cual ha sido confirmado en nuestro laboratorio
para rifion, pero no para higado ni corazon. En el caso de musculo esquelético, hemos
observado un incremento en los niveles de NRF-1 por la dieta de aceite de pescado en los

animales de ambos genotipos, que podria estar indicando un incremento de la biogénesis,
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sin embargo, no se encontraron cambios en los demas marcadores relacionados con este
proceso.

En lo que respecta a los marcadores relacionados con la ETC, nuestros resultados
muestran un descenso de estos en el muasculo esquelético de los animales alimentados con
la dieta de aceite de pescado, respecto a lo que hay cierta controversia en la bibliografia,
con estudios dificiles de comparar debido a las diferencias en el disefio experimental. En
este sentido nos ha resultado llamativo que algunos estudios muestran que en organismos
saludables no se observan beneficios adicionales por la suplementacion con aceite de
pescado, lo cual podria estar ocurriendo en nuestro estudio ya que estamos trabajando con
animales jovenes/adultos. En cuanto al efecto de la sobreexpresion de CYB5R3 en los
marcadores de la ETC, se observé un aumento de los niveles de los complejos en los
ratones TG alimentados con la dieta de aceite de soja, que se podria relacionar con una
mayor produccion de ATP, como se ha documentado que ocurre en higado.

La autofagia también se ha propuesto como un mecanismo esencial en la regulacion del
metabolismo mitocondrial, habiéndose comprobado la existencia de una inhibicion de la
autofagia en muasculo esquelético con la edad y con el aumento de la inflamacion, por lo
que resulta interesante estudiar si distintos acidos grasos con acciones pro- o
antiinflamatorias tienen efecto sobre la autofagia del musculo esquelético cuando se
ingieren con la dieta. Segun lo recogido en la bibliografia, la suplementacion con SFA,
que seria similar a nuestra dieta de manteca de cerdo, resulta en un blogueo de la
autofagia, lo que también parece coincidir con nuestras observaciones, pues tras el
analisis por microscopia electronica encontramos un mayor numero de figuras de
autofagia, mientras que constatamos un descenso en la ratio de las isoformas de LC3, lo
que es indicativo de un menor flujo autofagico llevando a que los autofagosomas se
acumulen y puedan ser identificados en el estudio morfologico. Este efecto parece ser
paliado por la sobreexpresion de CYB5R3 a nivel de la ratio de LC3, efecto que
aparentemente solo tiene lugar en el caso de la fibra blanca.

También resulta de interés el estudio de la apoptosis, como ruta relacionada con el
desarrollo de la sarcopenia y la obesidad. La bibliografia muestra que, en células
musculares, la suplementacion con SFA induce la apoptosis, mientras que este
incremento se evita al tratar con PUFA n-3. Esto estaria en concordancia con nuestros
resultados, donde observamos que la dieta de manteca de cerdo produce un descenso de
la proteina antiapoptética BCL-2, mientras que produce un aumento de proteinas

relacionadas con el desencadenamiento de la apoptosis dependiente de caspasas, como
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citocromo c en citosol o caspasa-9, mientras que parecen tener una menor induccion de
la apoptosis independiente de caspasas. En este caso la sobreexpresion de CYB5R3
parece paliar la induccidn de apoptosis por la dieta de manteca. Nuestros resultados
también reproducen el efecto positivo de los PUFA n-3 paliando la induccion de la
apoptosis muscular, ya que los animales alimentados con la dieta de aceite de pescado
muestran una menor liberacién de citocromo ¢ y AlF al citosol. La combinacién de la
dieta de aceite de pescado con la sobreexpresion de CYB5R3 parece no tener efectos
adicionales. Por su parte, los MUFA también se han propuesto como protectores frente a
la apoptosis inducida por SFA en células musculares. En nuestro estudio, la dieta de aceite
de oliva, rica en MUFA, también tiende a incrementar los niveles de la proteina
antiapoptética BCL-2 mientras que disminuye los niveles de caspasa-9 en citosol, lo que
podria reflejar el efecto protector de los MUFA documentado en la bibliografia.

Por otro lado, se ha encontrado que algunos de los efectos beneficiosos de la RC sobre la
salud podrian estar relacionados, al menos en parte, con la induccion de CYB5R3, ya que
algunos de estos efectos son imitados en ratones TG que sobreexpresan CYB5R3. Sin
embargo, los mecanismos implicados en la adaptacion metabdlica de los ratones TG
podrian ser independientes de los descritos para la RC. En este sentido, resultaba
interesante estudiar si algunas de las adaptaciones metabolicas inducidas por la
sobreexpresion de CYB5R3 se ven afectadas por la RC, ya que la sobreexpresion de
CYB5R3 y la RC modifican en formas opuestas aspectos clave del metabolismo
energético y el perfil lipidico de los tejidos. Segln nuestros resultados, en lo que respecta
ala ETC, la sobreexpresion de CYB5R3 por si misma aumentd los niveles de complejos
I1'y Il en ratones alimentados ad libitum, y la RC, por su parte, produjo un aumento
generalizado en los niveles de los complejos mitocondriales en musculo esquelético,
aunque este efecto parecia ser abolido cuando se combind esta intervencién dietética con
la sobreexpresién de CYB5R3. Se ha comprobado que el aumento del complejo | que
tiene lugar en masculo esquelético por la RC no produce un aumento en las ROS. Por lo
tanto, el aumento de complejos ETC podria indicar una mayor produccion de ATP sin
mayor produccién de ROS en los ratones TG. Para conocer si estos cambios se deben a
cambios en la abundancia mitocondrial o en la composicién de la membrana mitocondrial,
determinamos los niveles de VDAC, como marcador de la masa mitocondrial. Nuestros
resultados mostraron un incremento en los niveles de este marcador en los animales WT,
indicando una mayor abundancia mitocondrial en condiciones de RC, efecto que se nuevo

se vio anulado al combinar esta intervencion con la sobreexpresion de CYB5R3. Por otra
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parte, el estudio de los marcadores de dinamica mitocondrial revel6 un aumento en los
niveles de MFN-1 por RC en ambos genotipos, mientras que no se observaron cambios
en los niveles de MFN-2. Estudios previos de nuestro grupo habian demostrado un
aumento de los niveles de MFN-2 en musculo esquelético de ratones sometidos a RC, lo
que podria indicar un efecto de la grasa, ya que en esa intervencion los animales fueron
alimentados con dieta AIN95G (que contiene un 7% de grasa) mientras que en este
estudio se han alimentado con AIN93M (que contiene un 4% de grasa). El aumento de
MFN-1 y la ausencia de cambios en los marcadores de fision, nos podria indicar un
aumento de la fusion mitocondrial bajo RC, que protegeria a este organulo de la
degradacion mitocondrial. Para corroborar esto se llevo a cabo un estudio de morfologia
mitocondrial mediante microscopia electronica, que no reveld cambios en el &rea
mitocondrial ni en FB ni en FR por RC en los ratones WT, a diferencia de estudios previos
del grupo, que habian demostrado un descenso en el area de SSM en musculo esquelético.
Estas diferencias, de nuevo, podrian deberse a la diferencia de dieta, como hemos
sefialado anteriormente, poniendo de manifiesto que la cantidad de grasa presente en la
dieta juega un papel clave en la determinacién de las adaptaciones mitocondriales de los
diferentes tejidos a la RC. Por su parte, la combinacion de la RC con la sobreexpresién
de CYB5R3 lleva a un aumento del area mitocondrial, que estaria en concordancia con el
aumento en los niveles de MFN-1 en este grupo experimental. En lo que respecta a la
abundancia mitocondrial, no encontramos cambios por RC ni por genotipo en la FR,
mientras que en FB la RC disminuyd la abundancia mitocondrial en los ratones WT,
produciendo el mismo efecto que la sobreexpresion de CYB5R3 en los animales
alimentados ad libitum. En este tipo de fibra, la combinacion de RC con la sobreexpresién
de la enzima lleva a un incremento de la abundancia mitocondrial. Los resultados de
dindmica y microscopia muestran que resulta dificil establecer relaciones entre los
marcadores bioquimicos y los pardmetros de la cuantificacion microscopica, ya que los
analisis de las proteinas se hacen en homogeneizados de tejido mientras que en el estudio
de microscopia se analizan en fibras individuales de cada tipo y se lleva a cabo en
gastrocnemio.

Estas discrepancias entre la microscopia y los marcadores bioquimicos se ponen de nuevo
de manifiesto en el analisis de la biogénesis mitocondrial, donde nuestros resultados
muestran un aumento en los niveles de NRF-1 en el musculo esquelético de ratones WT
alimentados con RC, lo que esta en consonancia con el aumento similar observado para

VDAC, y coincide con lo descrito en la bibliografia. Sin embargo, nuestros resultados de
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microscopia no indican un aumento de la masa mitocondrial por RC, por lo que el
aumento de estos marcadores bioquimicos podria ser especifico de algun tipo muscular
de la pata trasera y que no tenga lugar en gastrocnemio. Igual que ocurria en el caso de
VDAC, el aumento de NRF-1 por RC no se observd al combinar esta intervencion con la
sobreexpresion de CYB5R3, poniendo de nuevo de manifiesto la interferencia de ambas
intervenciones. Dada su relacion con la biogénesis mitocondrial, también se midieron los
niveles de SIRT3, que se activa cuando aumenta la ratio NAD*/NADH, por lo que se
esperaria que se aumentara por RC, como estd documentado, y por la sobreexpresion de
CYB5R3. Nuestros resultados coinciden con lo esperado, pero, de nuevo, la combinacion
de ambas intervenciones anula los efectos observados.

Al medir los niveles de CoQ, nuestros resultados mostraron un descenso por RC
independientemente del genotipo, lo que esta en contraposicion con lo encontrado en la
bibliografia, aunque también hay diferencias entre estudios en lo que respecta a tiempo
de intervencién y a dieta. De acuerdo con esto, seria interesante estudiar el papel del
componente graso de la dieta, asi como del tiempo de intervencion, en la influencia que
tiene la RC sobre el sistema de CoQ. La bajada observada en los niveles de CoQ por RC
podria implicar al fendmeno de mitohormesis, por el cual la disminucion del CoQ podria
producir un leve estrés mitocondrial que llevaria a la activacion de respuestas fisioldgicas
y adaptativas en el organismo que contribuyan a extender la longevidad.

Entre las rutas que tienen un papel esencial en el mantenimiento del masculo esquelético
cabe destacar la autofagia. Ademas, se ha encontrado que el efecto antienvejecimiento
que produce la RC se ve atenuado cuando se inhibe la autofagia, por lo que resulta
interesante el estudio de esta via bajo condiciones de RC y en combinacion con la
sobreexpresion de CYB5R3. Nuestros datos parecen indicar un aumento de la autofagia
como consecuencia de la RC en los animales WT, lo cual es acorde con la bibliografia.
La sobreexpresiéon de CYB5R3 por si misma no produjo ningin cambio en los marcadores
de autofagia. Sin embargo, su combinacién con la RC tendié a disminuir la ratio LC3 11/1,
que se relacionaria por tanto con una disminucion del flujo autofagico, como también se
puede inferir de los resultados de microscopia electronica, donde ese grupo experimental
presenta una bajada en la abundancia de figuras de autofagia. En este caso observamos
de nuevo la interferencia que se produce al combinar la RC con la sobreexpresion de
CYB5R3.

Por dltimo, también se llevd a cabo un estudio de la ruta de apoptosis, aunque no se

encontraron grandes cambios entre los distintos grupos experimentales, posiblemente
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debido a que se trata de animales jovenes/adultos en los que no hay induccion de esta via.
La sobreexpresion de CYB5R3 per se solo produjo un incremento en los niveles de BCL-
2, que podria indicar un posible papel protector frente a la apoptosis. Por su lado, se ha
sugerido que la RC también puede tener un papel protector frente al exceso de apoptosis
asociado con la edad, por lo que la mayoria de los estudios se han llevado a cabo en
animales viejos. En este sentido, resulta interesante ver el posible efecto de la RC sobre
la apoptosis en animales jovenes/adultos. Un estudio llevado a cabo en mdsculo de ratas
jévenes alimentadas durante 2 meses bajo condiciones de RC mostro que, mientras que
no se encontraron cambios en la fragmentacién del ADN ni en los niveles de XIAP y
caspasa-3, se observd un descenso en los niveles de procaspasa-3 en musculo por RC,
concluyendo que la RC podria tender a disminuir la apoptosis en los tejidos post-
mitoticos. Nuestros resultados parecen estar en concordancia con este estudio, ya que
observamos un descenso en los niveles de la forma activa de caspasa-3 asi como un
aumento en los niveles de XIAP, inhibidor de la apoptosis. En lo que respecta a la
apoptosis independiente de caspasas, que se cree que podria tener un papel mas
importante en la pérdida de musculo asociada con la edad, nuestro estudio mostrd un
incremento tanto en los niveles de AIF en nucleo como en los niveles de ENDOG,
proteinas clave de esta ruta, por la RC. De acuerdo con estos resultados, la RC podria
estar incrementando la ruta de apoptosis mas importante en musculo esquelético, ya en
animales jovenes, como un posible efecto protector encaminado a eliminar posibles
ceélulas dafnadas.

Por ultimo, para obtener nuevos conocimientos sobre el papel fisioldgico de CYB5R en
el contexto del envejecimiento realizamos una comparativa entre ratones jévenes/adultos
(7 meses) y ratones viejos (24 meses). En este sentido, nos resultaba particularmente
interesante dilucidar como la sobreexpresion de CYB5R3 se dirige a marcadores clave
relacionados con la fisiologia mitocondrial, la sefializacion autofagica y la apoptosis en
el masculo esquelético de los ratones viejos, dado el papel central que juegan estas vias
en la determinacion de la tasa de envejecimiento, y la importancia fisioldgica que tiene el
musculo esquelético como el tejido postmitotico con una mayor contribucion al gasto
energético global del ratdn. El estudio de los marcadores de los complejos mitocondriales
revel6 un descenso de estos en el musculo esquelético de los animales WT. Mientras que
el descenso del CI concuerda con lo observado previamente por el grupo, el descenso en
los complejo 111, IV y V no se habia constatado en nuestros estudios previos, lo cual es

posiblemente debido a diferencias de la edad (21 meses en el estudio anterior vs. 24 meses
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en el presente estudio) y a la cantidad de grasa en la dieta (AIN93G en el estudio anterior
vs. AIN93M en el presente estudio). La sobreexpresion de CYB5R3, por su parte,
aumentd los niveles de Cll en los animales jovenes. Sin embargo, el efecto més llamativo
de la sobreexpresion lo encontramos en los animales viejos TG, que exhibieron aumentos
significativos de los complejos I, I1'y IV. Ademas, la sobreexpresion de CYB5R3 anulo
las disminuciones de los complejos I, 111, IV y V relacionadas con el envejecimiento, lo
que indica un efecto protector contra la disfuncion mitocondrial relacionada con el
envejecimiento. A pesar de los cambios observados en los niveles de los complejos de la
ETC y del descenso de la abundancia mitocondrial asociada al envejecimiento, no se
observaron cambios en los niveles de VDAC, usada como marcador mitocondrial, ni por
efecto de la edad ni por la sobreexpresion de CYB5R3. Por lo tanto, los cambios en los
complejos mitocondriales parecen estar mas relacionados con alteraciones en la
composicion de las membranas mitocondriales.

De nuevo, estudiamos los procesos de fusion y fision mitocondrial por su importancia en
el mantenimiento de una poblacion mitocondrial saludable y por el cambio morfolédgico
mitocondrial que ocurre como consecuencia del proceso de envejecimiento. En ratones
WT, el envejecimiento produjo una disminucién sustancial en los niveles de MFN-2 que
fue acompafiada de un aumento generalizado de marcadores de fision. Llama la atencién
que la sobreexpresion de CYB5R3 produjera en los ratones TG jovenes cambios similares
a los causados por el envejecimiento en el grupo de genotipo WT, aunque no se
produjeron mas alteraciones con el envejecimiento en el grupo TG. Nuestros resultados
concuerdan con demostraciones anteriores de que los niveles de MFN-2 disminuyen con
el envejecimiento en el musculo esquelético del raton, lo que conduce a una disfuncién
mitocondrial y la acumulacion de mitocondrias dafiadas. La falta de una disminucion en
los niveles de MFN-2 con el envejecimiento en los ratones TG refuerza la importancia de
la expresion de CYB5R3 para prevenir la disfuncion mitocondrial asociada el
envejecimiento en el musculo esquelético. En relacién con estos cambios se Ilevo a cabo
un estudio de morfologia y abundancia mitocondrial por microscopia electronica. Es de
destacar que, aunque tanto el envejecimiento como la sobreexpresion de CYB5R3
aumentaron los niveles de marcadores de fision en musculo esquelético, estos dos factores
tuvieron resultados diferentes en la morfologia y abundancia mitocondrial. En cortes
transversales de FB del gastrocnemio rojo, encontramos que el aumento de los
marcadores de fision asociados con el envejecimiento se acompafié de una disminucion

del tamafio de las mitocondrias y un aumento del nimero de mitocondrias en los ratones
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WT. En FR, el envejecimiento también condujo a una disminucién del tamafio de las SSM
y las IMFM, lo que indica una prevalencia de la fragmentacion mitocondrial con una edad
avanzada, y concuerda con los cambios observados en el sdleo. Por el contrario, se ha
reportado que el contenido mitocondrial en el gastrocnemio blanco no se modifica con el
envejecimiento. La sobreexpresion de CYB5R3 también aument6 la abundancia de
marcadores de fision y disminuy6 el tamafio mitocondrial en FB de ratones TG jovenes.
Sin embargo, a diferencia de lo que se encontrd con el envejecimiento, la abundancia
mitocondrial disminuyd significativamente en musculo esquelético de los ratones TG, lo
que sugiere que la fision estd acompafada en este caso por una mayor eliminacion
autofagica de organulos. Con el avance de la edad, encontramos que el nimero de
mitocondrias no cambio en los ratones TG, pero su tamafio aument6 significativamente.
En FR, también se observo un mayor tamafio de las SSM e IMFM en animales TG viejos
en comparacién con los WT de la misma edad. Nuestro grupo habia encontrado
previamente una disminucién de la masa mitocondrial acompafiada de un mayor tamafio
del organulo en el gastrocnemio rojo de ratones alimentados con RC, lo que indica que
estas alteraciones podrian representar caracteristicas comunes de los musculos oxidativos
en ratones sometidos a estas intervenciones antienvejecimiento. A vista de nuestros
resultados, el mayor tamafio mitocondrial observado en secciones de gastrocnemio de los
ratones TG viejos no puede explicarse por un predominio de fusion frente a fision, sino
que indicaria que las mitocondrias méas pequefias generadas estarian siendo eliminadas
por autofagia. Distintos estudios muestran un bloqueo de la autofagia con el
envejecimiento, ruta que resulta clave para eliminar organulos dafiados, lo que concuerda
con nuestros resultados. Sin embargo, en el caso de los ratones viejos TG se observa un
descenso de los niveles de P62 y PARKIN, lo que es compatible con un aumento del
consumo de estas proteinas y por tanto con un aumento de la ruta autofagica en masculo
esquelético bajo estas condiciones. Unas tasas de autofagia mas altas en estos animales,
resultando en la eliminacion predominante de las mitocondrias mas pequefias, podria
conducir a la preservacion de las mitocondrias con un area mas alta, lo que explicaria la
existencia de un aumento en el tamafio medio de los perfiles mitocondriales sin aumento
de su nimero bajo condiciones de predominancia de los marcadores de fision.

Por otro lado, esta ampliamente aceptado que la biogénesis mitocondrial desciende con
la edad, lo que se relaciona con la sarcopenia y la disfuncion mitocondrial asociada al
envejecimiento. Nuestros resultados muestran que este descenso de la biogénesis

mitocondrial también ocurre en musculo esquelético, y que no puede ser paliado por la
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sobreexpresion de CYB5R3. En el caso de los niveles de CoQ, los cambios descritos en
la bibliografia no son homogéneos. Mientras que en la mayoria de los 6rganos los niveles
de CoQ disminuyen con el envejecimiento, en el caso del musculo esquelético, algunos
estudios no encontraron cambios en los niveles de CoQ con el envejecimiento, mientras
que otros estudios mostraron un descenso en los niveles de CoQ en mitocondrias aisladas.
Nuestros resultados muestran un descenso de los niveles de CoQ con el envejecimiento,
que no se ve afectado por la sobrexpresion de CYB5R3. Cuando se midieron los niveles
de COQ7, componente clave de la maquinaria de biosintesis de CoQ, se observé un
aumento con la edad independientemente del genotipo, que podria representar una
respuesta compensatoria encaminada a paliar el descenso en los niveles de CoQ que tiene
lugar con la edad, aunque finalmente no se consigue tal efecto. Seria interesante
profundizar mas en las investigaciones centradas sobre los distintos estados de COQ?7, ya
que esta enzima debe ser desfosforilada por la fosfatasa mitocondrial PPtc7 para ser

activa.

El CoQ tiene efecto antiapoptdtico, ya que previene la apertura del poro mitocondrial, por
lo que el descenso observado en sus niveles con el envejecimiento se podria relacionar
con el aumento de apoptosis asociado con la edad. Ademas, con la edad también
aumentan los marcadores inflamatorios, capaces de desencadenar apoptosis. El
desencadenamiento de la apoptosis va a depender del balance entre proteinas
proapoptoticas, como BAX, y antiapoptoticas, como BCL-2. Nuestros resultados
muestran un incremento muy acusado en los niveles de BAX en el grupo de animales
viejos TG, y el descenso de la ratio BCL-2/BAX indica una mayor apoptosis en los
animales viejos independientemente del genotipo. En lo que respecta al fuerte aumento
en los niveles de BAX en los animales TG, los demas marcadores medidos relacionados
con la sefializacion apoptoética parecen indicar que dicho aumento no se relaciona con un
incremento de la apoptosis. En relacion con esto, diversos estudios han demostrado que
BAX juega un papel importante en la maquinaria de importacion de proteinas a la
mitocondria en musculo esquelético, que también se ve afecta por el envejecimiento y
Ileva a la acumulacion en el citosol de proteinas desplegadas. De acuerdo con esto, y dado
que el aumento de BAX en los animales viejos TG parece no relacionarse con un aumento
de la apoptosis, podria ser un efecto beneficioso de la sobreexpresion de CYB5R3 para
paliar el efecto del envejecimiento sobre la maquinaria de importacion de proteinas a la

mitocondria.
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La ruta de apoptosis también se relaciona negativamente con la autofagia en células
musculares, llevando a la conclusion de que una correcta sefializacion autofagica protege
frente a los estimulos proapoptoticos, 1o que concuerda con nuestros estudios. Los
animales viejos TG parecen tener una mayor actividad autofagica y una menor actividad
apoptotica. Sin embargo, en el grupo de animales WT viejos, en el que hemos obtenido
resultados compatibles con la existencia de un blogueo de autofagia, podria existir una
mayor tasa de apoptosis, como indica el balance entre proteinas proapoptéticas y

antiapoptaéticas.

En resumen, los datos presentados en esta Tesis Doctoral suponen una primera
aproximacion a las alteraciones que produce la combinacion de la sobreexpresion de
CYB5R3 con dietas de diferente componente graso, RC y envejecimiento en masculo
esquelético de raton. Nuestros resultados son indicativos de que la sobreexpresion de
CYB5R3 tiene efectos beneficiosos sobre la disfuncion mitocondrial asociada al
envejecimiento. Estos efectos parecen ser dependientes del componente graso de la dieta
Yy, en su mayoria, se ven anulados por la combinacion de dicha sobreexpresién con la RC.
Con vistas a futuras investigaciones, proponemos abordar el impacto de la sobreexpresion
de CYB5R3 y/o de la regulacion de su actividad en la fisiologia del musculo durante el

envejecimiento en cuanto a pardmetros de resistencia y masa muscular.
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1 Introduccién

1.1 Envejecimiento

El envejecimiento es el declive progresivo dependiente del tiempo que viene acompafiado
de una disminucién de la fertilidad y del aumento de la susceptibilidad del organismo a
amenazas tanto endogenas como externas. El envejecimiento estd asociado al
desencadenamiento de una amplia variedad de enfermedades, tales como trastornos

degenerativos y neoplésicos [1].

El proceso de envejecimiento tiene cuatro caracteristicas clave que fueron definidas por
el gerontélogo Strehler: universal, intrinseco, progresivo y perjudicial. Es decir, el
envejecimiento es un proceso que ocurre en todos los organismos, aunque en diferentes
grados, sus causas son enddgenas, ocurre a lo largo de la vida y sus efectos son negativos
para el individuo [2]. A estas caracteristicas Gustavo Barja afiade que es un proceso
irreversible [3].

El estudio de los mecanismos que subyacen al proceso de envejecimiento ha atraido la
curiosidad de los cientificos a lo largo de toda la historia de la humanidad, y sigue en auge
en laactualidad. El interés por entender el proceso de envejecimiento ha llevado a postular
distintas teorias para tratar de explicarlo, algunas de las cuales se van a desarrollar en el
siguiente apartado, asi como a definir nueve marcadores que definen el fenotipo asociado
al envejecimiento [1]. Estos marcadores no s6lo se manifiestan durante el envejecimiento,
sino que su manipulacion experimental, agravandolos o mejorandolos, lleva a acelerar o
retrasar el envejecimiento respectivamente [1], y son: inestabilidad gendmica,
acortamiento de los telémeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de la proteostasis,
desregulacién de la deteccidn del estado nutricional, senescencia celular, agotamiento de
células madre, alteracion de la comunicacién intercelular y disfuncion mitocondrial [1]
(Figura 1).
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Figura 1. Marcadores del envejecimiento. Figura cogida de Lépez-Otin et al. 2013 [1].
1.1.1 Teorias del envejecimiento
Como se ha indicado anteriormente, a lo largo de los afios han surgido distintas teorias

que tratan de explicar el proceso de envejecimiento [4, 5]. En 1956, Denham Harman

propuso la teoria de los radicales libres, segin la cual el envejecimiento y las

enfermedades degenerativas asociadas a él se deben al ataque deletéreo que producen los
radicales libres en distintos componentes celulares [6]. Unos afios mas tarde, Miquel et
al. publicaron una extension de dicha teoria, en la que se le daba un papel central a la
mitocondria como productor principal y diana de los radicales libres, dando lugar a la
conocida como teoria mitocondrial de los radicales libres [7].

A pesar de toda la controversia que ha surgido en afios recientes en torno a esta teoria [8],
hoy en dia sigue siendo una de las mas aceptadas para explicar el proceso de
envejecimiento [9].

Ademas de la produccion mitocondrial de especies reactivas, fundamentalmente del
oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species), otro factor que se relaciona con el
envejecimiento es el grado de insaturacion de los &cidos grasos de las membranas
celulares [3], midiéndose este parametro por el indice de dobles enlaces (DBI, del inglés
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double bonds index) de los fosfolipidos de membrana. En este sentido, se ha encontrado
que las especies mas longevas tienen un menor DBI [10-13]. Dado que los &cidos grasos
poliinsaturados son méas susceptibles a sufrir dafio oxidativo, estas especies con menor
DBI se encuentra protegidas frente a este dafio [14]. Esta teoria se conoce como la teoria

de las membranas, y estaria en estrecha relacion con la teoria de los radicales libres.

Por ultimo, otra teoria destacada es la teoria de los telémeros. Los telémeros son

estructuras que se encuentran en los extremos de los cromosomas lineales, consistentes
en una secuencia nucleotidica repetida en tandem cuya funcion es mantener la estabilidad
e integridad del genoma [15]. Estas estructuras son mantenidas por la accién de la
telomerasa, una transcriptasa inversa que es capaz de sintetizar los telomeros en ausencia
de una hebra molde de DNA. La mayoria de las células somaticas no tienen expresion de
telomerasa, lo que conduce a una pérdida progresiva de los telémeros, poniendo de
manifiesto una capacidad proliferativa celular limitada [1]. En este sentido, se ha
observado un acortamiento de los telémeros con el envejecimiento normal en humanos y
ratones [16]. Los ratones con telémeros alargados o acortados muestran una esperanza de
vida aumentada o disminuida respectivamente [1], lo que establece relacion entre los

telomeros y el envejecimiento.

1.2 Intervenciones antienvejecimiento

1.2.1 Restriccién calorica

La restriccion caldrica (RC) es la intervencidn no genética mejor caracterizada que resulta
en un incremento de la longevidad. Ademas, es la Unica que ha demostrado tener efecto
en todas las especies en las que ha sido estudiado, que van desde la levadura hasta los
primates [17]. Esta intervencion consiste en la reduccién del consumo de calorias sin
llevar a la desnutricion. La RC fue empleada por primera vez en 1935 por McCay, C.M.,
et al., usando ratas como modelo de estudio, encontrando que los animales mostraban una
mayor vida media, asi como una mayor vida méaxima, cuando eran sometidos a dicha
intervencion [18]. A pesar de que, como se ha comentado, la RC ha logrado aumentar la
longevidad en todas las especies en las que se ha estudiado, esta intervencion no ha estado
exenta de controversia, particularmente cuando se publicaron los dos primeros estudios
Ilevados a cabo en primates no humanos, que mostraban resultados contradictorios. Estos
estudios, llevados a cabo en monos Rhesus, se realizaron en dos instituciones
norteamericanas diferentes: la Universidad de Wisconsin Madison (UW) [19, 20], y el

National Institute on Aging (NIA, NIH) [21]. La controversia surgio porque el estudio
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realizado en UW habia reportado beneficios de la RC tanto en salud como en
supervivencia, mientras que el estudio del NIA mostraba que, aunque si se produjeron
beneficios en la salud de los monos por RC, no se encontraron diferencias significativas
respecto a la supervivencia entre el grupo control y el sometido a RC. Posteriormente, se
realizaron revisiones para tratar de explicar las diferencias encontradas en ambos
estudios. Una de estas revisiones fue la llevada a cabo por Mattison, J. A. et al., en la que
destacaron diferencias en los correspondientes disefios experimentales, la procedencia de
los animales, la dieta, la forma de alimentacion o la edad de inicio del tratamiento, entre
otros parametros, lo cual hacia complicado poder comparar los resultados obtenidos en
los distintos laboratorios [22]. En esta revision se llega a la conclusion de que
efectivamente el tratamiento de RC aumenta la supervivencia en primates no humanos,
Ilegandose incluso a alcanzar una longevidad maxima para esta especie en algunos de los
animales sometidos a tratamiento. Mas aln, se destaca que, en el estudio llevado a cabo
en el NIA, en el que no se observaron diferencias significativas entre los controles y los
tratados, los animales de ambos grupos tenian una supervivencia por encima de la media
para esta especie. El hecho de no encontrar diferencias significativas entre los animales
control y los tratados en este estudio podia deberse a la ausencia de diferencias de peso
entre ellos y al hecho de que estos pesos eran mas bajos que los de los controles del
estudio de UW, sumado a que la ingesta de calorias de los animales control del estudio
de NIA fue menor que la de los controles del otro estudio. En cuanto a la incidencia de
enfermedades asociadas con la edad, como el cancer o las enfermedades cardiovasculares,
en ambos estudios se constato que ésta fue menor en los primates sometidos a RC [22].
Una vez comprobado que el tratamiento de RC era eficaz en primates resultaba interesante
estudiar el efecto que tenia este tratamiento sobre humanos. En este sentido, cabe destacar
el estudio CALERIE (Comprehensive Assessment of Long term Effects of Reducing
Intake of Energy) que se ha llevado a cabo en EE. UU. para investigar el efecto de la RC
en pacientes sanos no obesos. Este estudio es el primero que se realiza en humanos y esta
apoyado por la Sociedad de la Restriccion Caldrica. El estudio se ha desarrollado en dos
fases, en la primera fase (CALERIE 1) se llevo a cabo una intervencion de 6 y 12 meses
en pacientes con sobrepeso, pero no obesos, hasta lograr un 25% de RC; mientras que en
la segunda fase (CALERIE 2) se realizo una intervencion de 24 meses con un 11.9% de
RC.

Heilbronn LK, et al., publicaron los resultados obtenidos a los 6 meses de intervencién

de los cuatro grupos en los que se habian dividido los sujetos (control, RC, RC y ejercicio
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fisico, y una dieta muy baja en calorias). En todos los grupos se midieron los niveles de
insulina en ayunas, temperatura, glucosay DHEAS (dehidroepiandrosterona sulfato), que
se consideran marcadores inversos de longevidad ya que se han visto disminuidos en
distintas especies cuando se someten a RC. Los grupos tratados experimentaron una
reduccién de peso, asi como una reduccion de los niveles de insulina en ayunas y de la
temperatura, mientras que no se observaron cambios en los niveles de glucosa ni de
DHEAS, lo cual puede ser debido a que la intervencion dur6 s6lo 6 meses. También se
observaron disminuciones en los niveles de hormona T3 y en el gasto energético, que
indicaria la relacion entre ambos. Por ultimo, también se observé un menor dafio en el
DNA en los tres grupos sometidos a intervencion, lo cual concuerda con la reduccion en
la produccion de ROS [23]. Dentro de esta primera fase del estudio también se han
publicado varios articulos analizando los efectos tras un afio de intervencion. En estos
estudios se concluye que el seguimiento de una dieta de 20% de RC lleva a reduccion de
la adiposidad total asi como del tejido adiposo visceral y subcutaneo, pero que tras los
primeros 6 meses disminuye la adherencia a la intervencion [24], por lo que se propone
que una RC moderada, de entre 10-20%, podria producir los mismos beneficios y tener
mayor adherencia a largo plazo [25]. Finalmente, también se demostr6 que las diferencias
en el balance de macronutrientes tienen poco efecto en la pérdida de peso por RC [26].
En la segunda fase del estudio se encontr6 que los participantes sometidos a RC no
experimentaron efectos adversos, haciendo factible llevar a cabo una intervencion de RC
de forma sostenida en el tiempo. Los sujetos del grupo de RC mostraron mejoras en
parametros fisioldgicos y psicoldgicos, observandose reducciones en factores de riesgo
de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, asi como en biomarcadores hepaticos,
relacionados también con la salud metabolica. En lo que respecta a estos ultimos, las
mejoras encontradas fueron mayores en hombres [27-29].

En cuanto a la duracion de los efectos de la RC, diversos estudios han demostrado que
algunos de los efectos beneficiosos persisten 2 semanas después de volver a la dieta
normal, pero la totalidad de los efectos beneficiosos desaparecen a los 6 meses de volver
a la dieta normal, por lo que seria necesario mantener una dieta de RC para conservar sus
efectos [30]. Debido a la dificultad de implementar la RC en la vida cotidiana se han
desarrollado alternativas a esta intervencion, como pueden ser los miméticos de la RC,
enzimas que mimeticen sus efectos, ayuno intermitente, etc. [31].

Respecto a los mecanismos por los que la RC logra aumentar la longevidad, no se conocen

aun con exactitud, y es probable que haya varios procesos involucrados de manera
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simultanea. La RC produce un aumento de la autofagia, lo que tiene efectos
antienvejecimiento al promover el control de calidad de los organulos celulares. Este
aumento de la autofagia se logra a través de distintas rutas que se describen a continuacién

y se esquematizan en la Figura 2 [17].

1.2.1.1 ViaAMPK-mTOR

mTOR (diana de la rapamicina en mamiferos) es una serina/treonina quinasa que tiene un
papel clave en la regulacion del metabolismo y el crecimiento celular, promoviendo la
sintesis de proteinas e inhibiendo la autofagia cuando hay disponibilidad de nutrientes
[32]. Diversos estudios han demostrado una extension de la longevidad en maltiples
organismos modelo cuando se inhibe esta via [33]. Por su lado, la proteina quinasa
dependiente de AMP (AMPK) es un sensor energético celular, de forma que se activa
cuando la célula se encuentra en condiciones de baja energia, y estimula la cetogénesis,
la oxidacion de &cidos grasos, la absorcion de glucosa, e inhibe la lipogénesis [31]. Esta
activacion de AMPK también activa a PGCla por fosforilacion, promoviendo la
biogénesis mitocondrial; y al factor de transcripcion FoxO [34]. Una reduccion en los
niveles de glucosa, asi como en la disponibilidad de proteinas y aminoacidos, y en la ratio
AMP/ATP lleva a la activacion de AMPK, que a su vez inhibe a mTOR [35]. En este
caso, es la activacion de AMPK la que se ha relacionado con la extension de la longevidad
en organismos modelo [33, 36]. De acuerdo con esto, la RC lleva a una activacion de
AMPK y una inhibicion de mTOR, que se traduce en una reduccion de la sintesis de
proteinas, activacion de la autofagia, reduccion de la biogénesis de ribosomas, y

activacion de mecanismos de respuesta a estrés, entre otros [31].

1.2.1.2 Viade las Sirtuinas

Las sirtuinas (SIRT) son histona-desacetilasas dependientes de NAD*, por lo que su
actividad estéa relacionada con el control del estado energético celular [37]. En mamiferos,
la familia SIRT est4 compuesta por 7 miembros (SIRT1-7), siendo SIRT1y SIRT3 la que
mas se ha relacionado con la extension de la longevidad por RC [38]. Bajo condiciones
de RC, aumenta la ratio NAD*/NADH [39], lo que lleva a la activacién de SIRT, que de
nuevo se ha encontrado extiende la longevidad en distintos organismos modelo [33]. El
incremento de la actividad de las SIRT se ha relacionada con un descenso de la
inflamacidn, ya que tienen efectos inhibitorios sobre NF-«B, asi como un aumento de la
biogenesis mitocondrial, al actuar sobre PGC1-a [38]. Ademas de esto, debido a la gran

cantidad de proteinas reguladas por desacetilacion, desde proteinas implicadas en
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procesos clave del metabolismo hasta proteinas de la respuesta antioxidante, se pone de
manifiesto el importante papel de las sirtuinas en la regulacion del incremento de la
longevidad mediado por la RC [36].

1.2.1.3 Via Insulina- Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1)

La activacion de la via de sefializacion IGF-1 lleva a la activacién de TOR y de la proteina
quinasa ribosomal 6 (S6K), que desencadena en un incremento en la sintesis de proteinas.
La activacion de esta ruta también inhibe la actividad transcripcional de FoxO, al producir
su traslocacion del nucleo al citosol [33]. En condiciones de RC se reducen los niveles de
GH, insulina, glucosa e IGF-1, lo que lleva al mantenimiento de FoxO en el nlcleo, que
activa la expresion de genes de respuesta a estrés, asi como la autofagia [33, 36]. Esto
concordaria con la hipotesis de “Hormesis”, seglin la cual un estrés moderado da lugar a
la induccidn de respuestas a estrés que se van a traducir en un efecto beneficioso frente al

envejecimiento [40].
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Figura 2. Mecanismos involucrados en los efectos prolongevidad de la RC. Figura cogida de
Lopez-Lluch et al. 2016 [36].

1.2.2 Otras terapias antienvejecimiento

El interés en descubrir las causas del envejecimiento se debe, en parte, a querer desarrollar

distintas terapias para evitar o retrasar el envejecimiento, asi como la aparicion de
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enfermedades relacionadas con la edad. Entre estas terapias se puede mencionar la
restriccion caldrica (RC), miméticos de la RC, ejercicio fisico, o incluso el aumento de la
expresion de enzimas que mimetizan los efectos de algunas de estas intervenciones [17].
Estos tratamientos se dirigen a las principales vias de sefializacion, cuya desregulacion
lleva a la aparicion de fenotipos relacionados con el envejecimiento. En la reciente
revision realizada por Gonzalez-Freire et al. se clasifican estas terapias
antienvejecimiento en funcion de su diana, diferenciando siete grupos. EI primero de los
grupos esta formado por compuestos cuya diana son vias de sefializacion de factores de
crecimiento, como es el caso de la rapamicina, un inhibidor de la ruta de mTOR. En el
caso del segundo grupo la diana es la via de sefializacion de la insulina y el metabolismo
de grasa y carbohidratos. Dentro de este grupo cabe destacar la metformina, usada
comdnmente para el tratamiento de la diabetes, que se ha comprobado mimetiza los
efectos de la RC mejorando la sensibilidad a insulina, aumentando la actividad de AMPK
y proporcionando proteccion antioxidante. Ademéas de la metformina también cabe
mencionar el 17a-estradiol, la acarbosa o el factor de crecimiento de fibroblastos- 21. El
tercer grupo estaria formado por compuestos dirigidos a las sirtuinas (SIRT) dependientes
de NAD*, como el resveratrol, compuestos activadores de SIRT (SRT1720, SRT2104 6
SRT3025), o compuestos que intervienen en la sintesis de NAD™, como la nicotinamida
mononucledtido (NMN) o la nicotinamida ribosido (NR). El cuarto grupo engloba
intervenciones que reducen la ingesta de aminoacidos, que se ha comprobado retrasan el
envejecimiento por reduccion de los niveles de IGF-1 en suero, asi como una reduccion
del estrés oxidativo, aunque los mecanismos exactos aln no estan claros. El quinto grupo
recoge compuestos cuya diana es la ruta de autofagia, que como se detallara méas adelante
tiene un papel clave en el proceso de envejecimiento. Un ejemplo de compuesto de este
grupo seria la espermidina, que inhibe a histonas acetilasas, y activa la via de autofagia.
El sexto grupo esta formado por compuestos dirigidos contra las células senescentes, cuya
acumulacion se asocia con el envejecimiento. Los compuestos de este grupo, conocidos
como agentes senoliticos, inducen la apoptosis de células senescentes. Por Gltimo, se
menciona un grupo de factores de rejuvenecimiento como son los factores de crecimiento
y diferenciacion 11 y 8 (GDF11 y GDF8), que se encuentran en la sangre de ratones
jovenes y parecen tener efectos beneficiosos sobre el declive relacionado con la edad
cuando se administran en adultos. Cabe mencionar que existe cierta controversia en lo

que respecta a los resultados obtenidos con los compuestos de este Gltimo grupo [41].
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Ademas de todos estos compuestos, también se han desarrollado, entre otras,
intervenciones genéticas, que tratan de imitar los efectos de la RC o de alguno de estos
compuestos, como puede ser la manipulacion sobre enzimas que intervienen en la
regulacion de los niveles de NAD*. A continuacion, se describen algunas de las

principales terapias antienvejecimiento relacionadas con este trabajo.

1.3 Citocromo bs reductasa 3

Como se ha sefialado anteriormente, la dificultad para mantener una dieta de RC
a lo largo del tiempo ha llevado al estudio de distintas intervenciones que logren los
mismos efectos. Entre estas intervenciones se encuentra el estudio de enzimas que

mimeticen los efectos de la RC, entre las que se encuentra la citocromo bs reductasa 3.

Las citocromo bs reductasas (CYB5R) (NADH: ferricitocromo bs
oxidorreductasa, EC 1.6.2.2) son una familia de flavoproteinas oxidoreductasas que
catalizan la transferencia de electrones desde el NADH al citocromo bs (CYBS5), uno de
sus principales aceptores, o hacia otros aceptores como el coenzima Q o diversos
compuestos exdgenos [42, 43].

La familia de CYB5R esta compuesta por cuatro miembros en mamiferos (1-4). Este
trabajo se centrara en analizar los efectos de la CYB5R3, de la que se encuentran dos
isoformas, una anclada a membrana que se localiza en reticulo endoplasmico (RE),
membrana mitocondrial externa y membrana plasmatica, asi como una isoforma soluble
que se expresa exclusivamente en eritrocitos donde cataliza la reduccion de la
metahemoglobina, por lo que se suele denominar también metahemoglobina reductasa
[44]. Mutaciones en esta proteina causan una enfermedad denominada
metahemoglobinemia hereditaria recesiva (RHM), que puede ser de dos tipos. La RHM
tipo | es benigna, en ella se ha producido la sustitucion de un pequefio numero de
aminoacidos de forma que la isoforma soluble es inestable, y aparece cianosis, fatiga y
dolor de cabeza. Sin embargo, la RHM tipo Il es mucho mas severa, ya que afecta a ambas
isoformas, y se caracteriza por trastornos neurolégicos graves [44].

Por otro lado, se han realizado numerosos estudios acerca de las funciones de las distintas
isoformas de CYB5R3. La isoforma de CYB5R3 anclada al RE interviene en la
elongacion y desaturacion de acidos grados [45], la biosintesis de colesterol [46] y el
metabolismo de drogas [47]. La isoforma de CYB5R3 unida a la membrana plasmaética
se induce bajo condiciones de estrés para mantener reducidos los antioxidantes como

coenzima Q, a-tocoferol y ascorbato extracelular, confiriendo proteccion frente a la

9



Introduccion

oxidacion [48]. Por ultimo, la isoforma de CYB5R3 unida a la membrana mitocondrial
interna, que interacciona con la isoforma mitocondrial del CYBS, interviene en la
regeneracion del ascorbato citosolico [49].

La oxidacion del NADH llevada a cabo por la CYB5R3 hace que aumente la relacion
citosélica NAD*/NADH. Este aumento también se observa bajo condiciones de RC [39].
Como ya se ha indicado, el aumento de la relacion NAD*/NADH hace que se activen las
SIRT, que intervienen en la regulacion de ciertas rutas metabdlicas asociadas con un
aumento de la longevidad y un envejecimiento saludable [50]. Las SIRT conectan el
metabolismo con el envejecimiento [51] ya que promueven el metabolismo aerdbico, que
es necesario para la extension de la vida [52]. Todo esto ha llevado a la hipétesis de que
el NAD" esta en el centro de los beneficios que se obtienen de la RC, asi como las
reacciones de oxidacion de NADH, como las llevadas a cabo por CYB5R3, que, junto
con la cadena de transporte de electrones de la mitocondria, contribuyen a mantener la
ratio NAD*/NADH y a regular la funcion de distintos consumidores de NAD™ [42].

La isoforma CYB5R3 unida a membrana es ademas un componente del sistema redox
transmembrana de la membrana plasmatica (PMRS, del inglés trans-plasma membrane
redox system) que protege frente a oxidantes extracelulares [53]. Esta isoforma se
encuentra sobreexpresada en condiciones de RC, por lo que los beneficios inducidos por
esta intervencion podrian deberse, al menos en parte, a la induccién de CYB5R3 [54].
Ademas, se ha comprobado que esta isoforma tiene un papel positivo en la respiracién
mitocondrial, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis redox celular [42].

También se ha demostrado recientemente que la sobreexpresion de CYB5R3 causa la
mejora de distintos parametros metabodlicos que llevan a un aumento de la extensién de
la vida en animales transgénicos como Drosophila melanogaster y Mus musculus [55].
El aumento de la expresion de CYB5R3 también lleva a una menor tumorigénesis
hepética inducida por dietilnitrosamina en ratones [55], por lo que esta enzima podria
tener un papel en la prevencién frente al cancer hepatico. Ademas, los ratones que
sobreexpresan CYB5R3 se caracterizan por la existencia de altos niveles de &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga, mejora de la funcion mitocondrial, disminucion del dafio
oxidativo e inhibicion de rutas proinflamatorias crénicas. Todo esto parece indicar que la
CYB5R3 actua como regulador del metabolismo y de patologias asociadas a la edad [42],

aunque son aln necesarios mas estudios para conocer la extension de sus beneficios.
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1.4 Componente graso de la dieta

Las grasas y aceites presentes en los alimentos son compuestos derivados de acidos
grasos, que son acidos carboxilicos con cadenas hidrocarbonadas de una longitud de entre
4y 36 carbonos, teniendo comdnmente un nimero par de carbonos, ya que su sintesis se
produce a través de la union de unidades de acetato. En funcion de la presencia o no de
dobles enlaces, y del numero de dobles enlaces que presente se clasifican en distintos

tipos:

-Acidos grasos saturados (SFA, del inglés saturated fatty acids): son aquellos en los que
no aparecen dobles enlaces. Diversos estudios han demostrado en efecto lipotoxico de
estos acidos grasos, produciendo un aumento en el riesgo de desarrollar distintas
enfermedades [56-58]. Dentro de estos, el acido palmitico, con 16 atomos de carbono, es
el que se encuentra mas comdnmente en el cuerpo humano [57].

-Acidos grasos insaturados: cuentan con al menos un doble enlace en su cadena
hidrocarbonada. Dentro de este grupo se diferencian dos tipos de acidos grasos en funcion
del ndmero de dobles enlaces que presenten en su cadena. Si solo presentan un doble
enlace se denominan &cidos grasos monoinsaturados (MUFA, del inglés
monounsaturated fatty acids), mientras que si presentan méas de un doble enlace se
denominan acidos grasos poliinsaturados (PUFA, del inglés polyunsaturated fatty acids)).
Dentro de los PUFA, tienen especial importancia en la nutricion humana los acidos grasos
omega-3 (o-3) y omega-6 (w-6), que cuentan con un doble enlace entre los carbonos 3 'y
4 06y 7, respectivamente, contando desde el carbono del extremo metilo. Como PUFA
®-3 se puede mencionar el acido a-linolénico (ALA), a partir del cual se sintetizan el
acido eicosapentaenoico (EPA) y el &cido docosahexaenoico (DHA). Estos acidos grasos
se obtienen principalmente del pescado y tienen propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y antiapoptoticas, jugando por tanto un papel clave en la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, diabetes, hipertension o cancer [59]. Sin embargo, los
PUFA -6, entre los que se pueden mencionar el &cido linoleico (LA) o el &cido
araquidénico (ARA), se han asociado con efectos proinflamatorios [60-63]. En lo que
respecta a los MUFA, como el &cido oleico (OA), se ha encontrado que mejoran
enfermedades inflamatorias humanas y protegen frente a enfermedades cardiovasculares
[56].

Ademas de esta clasificacion, los acidos grasos también se pueden clasificarse en funcién

de si pueden o no ser sintetizados por las células. En este caso, se dividen en acidos grasos
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no esenciales, aquellos que se sintetizan en el interior celular; y &cidos grasos esenciales,

aquellos que deben ser ingeridos con la dieta, puesto que no es posible sintetizarlos.

De acuerdo con la teoria de las membranas anteriormente explicada, el grado de
insaturacion de los &cidos grasos de las membranas celulares influye en la longevidad
[11], y dado que la grasa de la dieta altera los fosfolipidos de las membranas celulares
[64], los cambios en la composicion lipidica de la dieta pueden tener efectos sobre la
longevidad. Ademas, estudios previos han revelado que la composicion grasa de la dieta
también modula los efectos producidos por la RC, observandose una mayor longevidad
en los animales sometidos a RC con una dieta con una alta proporcion de SFA 'y MUFA
frente a los sometidos a RC con una dieta alta en PUFA [65]. También se han encontrado
cambios en la composicion lipidica de las membranas bajo RC con diferente componente
graso tanto en higado [66] como en musculo esquelético [67, 68], lo que a su vez ha
conllevado cambios tanto en la actividad de la cadena de transporte electrénico
mitocondrial (ETC, del inglés electron transport chain), la peroxidacion lipidica, la
sefializacion apoptoética, y la dindmica mitocondrial En este sentido, investigaciones
previas de nuestro grupo llevadas a cabo en ratones de laboratorio han demostrado que la
RC junto con el consumo de una dieta con aceite de pescado como componente graso
principal produce un ambiente antiapopto6tico en muasculo esquelético [69], asi como un
incremento en los niveles de los complejos 11, 111y IV, y del flujo autofagico en musculo
[70]. Por su parte, la RC con una dieta basada en aceite de pescado como componente
graso principal produce un aumento de la peroxidacion lipidica en musculo esquelético
[67, 68]. Todos estos resultados indican la importancia que tiene la composicion de la
dieta, especialmente de la fuente grasa, en el envejecimiento, convirtiéndose en una
herramienta o “terapia” que ayude a paliar los efectos nocivos que se producen en los

tejidos con la edad [65, 67-69, 71, 72].

1.5 Procesos celulares relevantes en el envejecimiento
1.5.1 Funcion y dindmica mitocondrial
Como se ha indicado anteriormente, LoOpez-Otin et al. identifican la disfuncion

mitocondrial como uno de los marcadores clave del proceso de envejecimiento [1],

poniendo por tanto el foco en el estudio de este organulo para entender este proceso.

La mitocondria es el Unico organulo de la célula animal que posee su propio DNA [73].

El DNA mitocondrial (mitDNA) de mamiferos es una molécula circular de DNA
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bicatenario, en la que se distingue una cadena pesada (H) y una cadena ligera (L), que
contienen en total 37 genes. La cadena H codifica 2 tRNA, 14 rRNA y 12 polipéptidos,
mientras que la cadena L codifica para 8 tRNA y un solo polipéptido (Figura 3). Como
caracteristica excepcional del mitDNA cabe destacar la ausencia de intrones, y de
secuencias intergenicas, asi como las desviaciones del codigo genético. En el mitDNA se
encuentra codificadas algunas subunidades de los complejos I, 111 y IV de la cadena de
transporte de electrones, asi como el complejo V por lo que las mitocondrias no son
autosuficientes y dependen de proteinas codificadas por genes nucleares para poder llevar
a cabo sus funciones [74]. EI mitDNA se encuentra en la matriz mitocondrial
empaquetado en unas estructuras DNA-proteinas denominadas nucleoides
mitocondriales. Estos nucleoides contienen una Unica copia de mitDNA vy el factor de
transcripcion mitocondrial A (TFAM) como principal componente estructural [75].
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Figura 3. Representacion del DNA mitocondrial humano. Adaptada de “Human mtDNA
Sequence Map”, por BioRender.com (2022). Obtenido de https://app.biorender.com/biorender-

templates
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En lo que respecta a la estructura, debido su origen endosimbidtico, las mitocondrias son
organulos con una doble membrana: membrana mitocondrial externa (OMM, del inglés
outer mitocondrial membrane) y membrana mitocondrial interna (IMM, del inglés inner
mitocondrial membrane). Esta Gltima forma las crestas mitocondriales, y en ella se

encuentran los complejos de la ETC. El espacio comprendido entre ambas membranas se
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denomina espacio intermembrana, y el interior mitocondrial se denomina matriz
mitocondrial [76].

La mitocondria tiene un papel clave en el metabolismo, ya que en su interior tienen lugar
distintas rutas como el ciclo de Krebs o la - oxidacion de acidos grasos. También es
considerada la fuente de energia de la célula ya que en ella se genera ATP a través de la
fosforilacion oxidativa. Ademas de este papel, en la actualidad se conoce también su
importancia en rutas de sefializacion celular y en la sintesis de diversos metabolitos [77].

1.5.1.1 Cadena de transporte de electrones

Como se ha indicado anteriormente, en la mitocondria se producen distintas reacciones
metabdlicas generandose NADH y FADH>, que van a ceder sus electrones a la cadena de
transporte de electrones (ETC), que llevara finalmente a la produccion de ATP.

La ETC mitocondrial esta formada por cuatro complejos proteicos, que se encuentran en
la IMM. En los complejos del I al IV se producen una serie de reacciones redox, de forma
que se transportan los electrones desde el NADH y el FADH: hasta el O, para generar
H>O (Figura 4). EI NADH cede sus electrones al complejo I, denominado NADH-
ubiquinona oxidorreductasa 0 NADH deshidrogenasa, que los transfiere a la ubiquinona,
y bombea cuatro protones al espacio intermembrana. Por su parte, el FADH; cede sus
electrones al complejo Il o succinato deshidrogenasa, que de nuevo transfiere los
electrones a la ubiquinona. Este complejo no bombea protones. A continuacion, en el
complejo 111, también denominado complejo citocromo bcy 0 ubiquinona:citocromo c
oxidorreductasa, se transfieren los electrones del ubiquinol al citocromo ¢ y se bombean
cuatro protones al espacio intermembrana. El citocromo c pasa los electrones al complejo
IV, también Ilamado citocromo oxidasa, que va a reducir el oxigeno molecular a agua y
bombear cuatro protones al espacio intermembrana por molécula de oxigeno. EI bombeo
de protones que ha ido teniendo lugar durante el paso de los electrones por la ETC genera
un gradiente electroquimico, y dado que la IMM es impermeable al paso de los iones,
estos protones vuelven a la matriz mitocondrial a favor de gradiente a través del complejo
V, también denominado ATP sintasa, generandose asi energia en forma de ATP [78]
(Figura 4). Los protones también pueden volver a la matriz mitocondrial a través de las
proteinas desacoplantes (UCPs, del inglés uncoupling proteins), que son proteinas
transmembrana que se encuentran en la IMM. En este paso se disipa el gradiente de

protones sin formacién de ATP. En mamiferos se han identificado 6 UCPs con distintas
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funciones, que van desde la termogénesis hasta la regulacion de la produccion de ROS
[79].
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Figura 4. Cadena de transporte de electrones mitocondrial. Adaptada de “Electron Transport
Chain”, por BioRender.com (2022). Obtenido de https://app.biorender.com/biorender-templates

A lo largo de los afios se han propuesto distintos modelos para tratar de explicar la
organizacion de los complejos de la ETC en la IMM. Por un lado, se encuentra el modelo
fluido, que propone que los complejos respiratorios se distribuyen aleatoriamente en la
IMM, se mueven a través de esta membrana y el flujo de electrones se produce por CoQ
y el citocromo c. Por otro lado, se encuentra el modelo solido, segun el cual los complejos
respiratorios se asocian en estructuras mayores en la IMM para realizar un trasporte
rapido y eficiente de los electrones [80].

Los complejos de la ETC se agrupan formando estructuras supramoleculares
denominadas supercomplejos o respirasoma, cuya funcién ain no esta clara. Estos
supercomplejos han sido descritos en distintos organismos que van desde mamiferos
hasta bacterias, hongos o levaduras [81]. Se han observado distintas asociaciones en
supercomplejos, como puede ser CI1+ClIlI, CIHI+CIV o CI+CHI+CIV. En lo que respecta
a la asociacion de Cll 'y CV, aunque estos también se pueden asociar en supercomplejos,
la mayor parte de ellos se encuentra en forma no asociada [82]. Estas observaciones han
llevado a postular otro modelo sobre la organizacion de los complejos respiratorios en la

IMM, y que seria una combinacion entre los modelos fluido y solido explicados
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anteriormente. Este modelo se denomina el modelo de plasticidad, y sostiene que los
complejos de la ETC se pueden encontrar agrupados, pero también de forma libre en la
IMM. En este sentido se han encontrado diferencias en distintos tipos celulares, asi como
en distintas situaciones fisioldgicas [82].

Aunque en la actualidad no esta totalmente clara la finalidad de estos supercomplejos, se
cree que podrian hacer més eficiente el transporte de electrones, asi como tener funciones
estabilizadoras [83].

Con el envejecimiento se produce una reduccién en la actividad de algunos de los
complejos de la ETC, especialmente Cl y CIV, aunque no siempre se relaciona con un
descenso en los niveles de proteinas, sino de la eficiencia, posiblemente debido a un
mayor nimero de mutaciones en el mitDNA [84]. En este sentido, hemos demostrado
previamente en nuestro grupo un descenso en los niveles de Cl en musculo esquelético
con el envejecimiento [70]. En contraposicion, se ha demostrado que la RC produce
aumentos los niveles de CIV en higado [85] y en musculo [86], pudiendo contrarrestar
los efectos del envejecimiento sobre la ETC.

1.5.1.2 Din&mica mitocondrial

Las mitocondrias son organulos tremendamente dinamicos que forman una red compleja
y estan constantemente sometidas a ciclos de fusion y fision en funcion de las necesidades
energéticas de la célula [87]. Las principales proteinas involucradas en el proceso de
dindmica mitocondrial pertenecen a la familia de dinamina guanosina trifosfatasas
(GTPasas), y son las mitofusinas 1y 2 (MFN-1y MFN-2), la proteina de atrofia optica 1
(OPALl), y la proteina relacionada con la dinamina 1 (DRP-1) [88].

La elongacion mitocondrial se produce a través del proceso de fusion, de forma que
primero se produce la fusion de OMM y en segundo lugar ocurre la fusién de la IMM. La
fusién de la OMM supone en primer lugar el contacto entre mitocondrias adyacentes, que
se consigue gracias a la hidrolisis de GTP llevada a cabo por las mitofusinas, que se
encuentran en la OMM; y seguidamente la fusion propiamente dicha, de nuevo con la
hidrolisis de GTP. La fusion se completa con la accién de OPA1 llevando a cabo la fusion
de la IMM (Figura 5) [77].

Las mitofusinas también intervienen en la sefializacion de la mitofagia asi como en el
trafico mitocondrial a traves de la célula, lo que permite la distribucion de las
mitocondrias en aquellas zonas donde haya unos mayores requerimientos de ATP [88].

Este papel de las mitofusinas en el trafico mitocondrial podria facilitar la comprension de
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ciertas patologias como la enfermedad de Charcot-Marie Tooth tipo 2A (CMT2A), que
es una neuropatia causada por mutaciones en MFN-2, caracterizada por distrofia muscular
distal [89], que siempre se ha analizado desde la perspectiva de una fusion mitocondrial
alterada y sin embargo también podria estar relacionada con alteraciones en el trafico
mitocondrial [88]. Por su lado, OPA1, ademas de en la fusion, participa en otros procesos
como en el mantenimiento del mitDNA [90], estabilizacion de los supercomplejos de la
ETC [91], o en la liberacion del citocromo c tras la induccion de la apoptosis [92].
Alteraciones en esta proteina producen atrofia optica autosémica dominante (ADOA),
una neuropatia optica hereditaria caracterizada por degeneracion de las células
ganglionares de la retina y del nervio dptico, que desencadena una ceguera progresiva.
En células linfoblastoides de estos pacientes se han encontrado alteraciones de la
morfologia mitocondrial y de la capacidad respiratoria, un descenso de las proteinas
codificadas por mitDNA, asi como un aumento en la produccién de ROS [93].

El proceso contrario a la fusion, por el que se van a generar mitocondrias mas pequefias
es la fisibn mitocondrial. Una proteina clave en este proceso es DRP-1, una GTPasa
citosélica que oligomeriza formando un anillo contréctil alrededor de la mitocondria. No
obstante, como este anillo no es lo suficientemente ancho para envolver la mitocondria
se necesita un paso previo de constriccion [94], que es llevado a cabo por el reticulo
endoplasmatico (RE), y estd mediado por actina y miosina [95]. En este sentido, la forma
asociada a RE de la formina invertida 2 (INF2) y la isoforma de Spirel, SpirelC, sirven
como centros de nucleacion de la actina, interactuando ambas proteinas para producir la
constriccion mitocondrial [94]. Una vez que esto se ha producido, DRP-1 puede formar
el anillo contréctil alrededor de la mitocondria. Al hidrolizar GTP sufre una serie de
cambios conformacionales que van a producir un descenso en el didmetro del anillo
contréactil, llevando a una nueva constriccion de la membrana mitocondrial. Para que
DRP-1 se una a la mitocondria son necesarios unos adaptadores o receptores, entre los
que se encuentran la proteina de fision mitocondrial 1 (FIS1), el factor de fision
mitocondrial (MFF), y las proteinas de dinamica mitocondrial MiD49 y MiD51 (Figura
5) [93, 94, 96]. Una vez que DRP-1 ha causado la constriccion de la membrana
mitocondrial, la escision propiamente dicha depende de la dinamina 2 (DNM2), cuyas
mutaciones también se han relacionado con CMT2A [94]. Ademaés de esta, distintas
mutaciones en proteinas implicadas en el proceso de fision se han relacionada con
distintas patologias como es el caso de MFF con la encefalomiopatia mitocondrial [93].

En ratones se ha visto que suprimir MFF lleva a la muerte a las 13 semanas de edad debido
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a una miocardiopatia severa, observandose una baja densidad mitocondrial y actividad de

la ETC, asi como un incremento de la mitofagia [97].
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Figura 5. Dinamica mitocondrial. Representacion de los procesos de fision y fusion mitocondrial
Figura creada con BioRender.com

Por Ultimo, todas estas proteinas, ademas de producir cambios en la estructura
mitocondrial, juegan un papel muy importante en el mantenimiento del control de calidad
mitocondrial [77]. Este proceso de control de la calidad mitocondrial, que juega con la
fusion y fision mitocondrial, fisionando mitocondrias gravemente dafiadas para que sean
eliminadas por mitofagia, o fusionando mitocondrias dafiadas méas levemente para diluir
mutaciones, garantiza la homeostasis de este organulo y es especialmente importante en
tejidos postmitdticos, como es el caso del muasculo esquelético [98]. Durante el
envejecimiento, se producen alteraciones en este sistema de control, que varian en funcién
del tejido estudiado y resultan en disfuncion mitocondrial y acumulacion de mitocondrias

aberrantes, debido también a la disminucion en la autofagia [99].

1.5.1.3 Biogénesis mitocondrial
La biogénesis mitocondrial se define como el proceso por el cual las mitocondrias se

forman a partir del crecimiento y division de organulos preexistentes [100]. Este proceso
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se produce constantemente en la célula, al igual que las mitocondrias dafiadas se eliminan
también de forma constante por mitofagia [101]. El balance entre estos dos procesos es
necesario para mantener la homeostasis celular y mitocondrial, o que pone de manifiesto
la importancia de conocer la biogénesis mitocondrial [102].

La biogénesis mitocondrial implica la sintesis de IMM y OMM, de proteinas codificadas
por el mitDNA, asi como de proteinas codificadas por el DNA nuclear, y en este caso su
importacion a la mitocondria, y la replicacion del mitDNA [100]. Para que se produzca
la biogénesis mitocondrial es necesaria la activacion del factor PGCla, que se considera
su regulador maestro. PGCla va a aumentar los niveles de los factores de transcripcion
denominados factor respiratorio nuclear-1y 2 (NRF-1 y NRF-2). Estos, a su vez, activan
la expresion del factor de transcripcién mitocondrial A (TFAM) y de subunidades de los
complejos de la ETC. Por su parte TFAM se dirige a la mitocondria para activar la
duplicacion del mitDNA [101]. PGCla también se puede translocar a la mitocondria para
regular la replicacion del mitDNA y la transcripcidn necesaria para la biogénesis [103].
Por otro lado, PGCla también interviene en el metabolismo de lipidos en el musculo
esquelético, incrementando la oxidacion de acidos grasos [104]. En este sentido, se han
observado beneficios de la sobreexpresion de PGC1a en ratas Zucker obesas, aumentando
la oxidacion de palmitato y disminuyendo el contenido de lipidos intramiocelulares [105].
PGCla también tiene un papel en la conversion del tipo de fibra muscular, promoviendo
el cambio de fibra tipo Il a tipo I, sin ser necesario para el desarrollo del mdsculo
esquelético ni para la determinacion del tipo de fibra [104]. Ademas, es también un sensor
de ROS, controlando el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes. Por ejemplo, promueve
la expresion de SIRT3, que lleva a la activacion de enzimas antioxidantes como la
superdxido dismutasa 2 (SOD2) [106]. Por otro lado, también se cree que podria tener
efectos antiinflamatorios, ya que ratones con PGCla silenciado en musculo esquelético
muestran un aumento en marcadores inflamatorios, mientras que los que sobreexpresan
PGClo experimentan un descenso en estos marcadores de inflamacién [106].

Por su parte, NRF-1 y NRF-2 también activan transcripcionalmente otros genes
mitocondriales codificados en el nlcleo, como subunidades de los complejos de la ETC,
en el caso de NRF-1 [107], asi como subunidades del complejo 1V concretamente, en el
caso de NRF-2 [108]. La pérdida de NRF-1 lleva a bajos niveles de mitDNA y resulta
letal en embriones de raton [109]. Ademés, NRF-1y NRF-2 parecen estar implicados en

la desregulacién metabdlica ocurrida en musculo esquelético en varias patologias,
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observandose un descenso en la expresion de ambos factores en obesidad inducida por
dieta alta en grasa, y de NRF-1 en pacientes con diabetes tipo 2 [104].

En cuanto a los mecanismos responsables de la activacion de la biogénesis mitocondrial,
para que esta ocurra es necesaria la activacion de PGCla, que se puede producir por varias
rutas, entre las que destaca el eje AMPK- PGCla y SIRT1- PGClo. La via de AMPK,
que como se ha explicado anteriormente se activa por ejercicio fisico y por condiciones
de baja energia, puede resultar en la fosforilacion directa de PGCla, de forma que
aumenta su estabilidad y mejora su actividad. Esta via también puede activar a SIRT1 al
aumentar los niveles de NAD*. PGCla fosforilado se transloca desde el citoplasma al
nlcleo y desencadena la ruta detallada anteriormente. En el caso de SIRT1, esta produce
la activacion de PGCla por desacetilacion [100, 104]. La fosforilacion de PGCla llevada
a cabo por AMPK puede ser un paso previo para la desacetilacion, ya que cuando PGCla
carece de sitios de fosforilacion para AMPK, no puede ser desacetilada por SIRT1 [110].
Ademas de estas vias, la biogénesis mitocondrial también se puede activar por otras vias
como la dependiente de PPARa [100].

La biogénesis mitocondrial desciende con la edad, ya que con el envejecimiento se
aumenta la produccion de ROS, que van a activar a NFxB, regulador negativo de PGCla
[106]. Conocer las vias por las que se activa la biogénesis permite emplear distintos
enfoques para incrementarla y paliar asi los efectos del envejecimiento [101]. Se ha
demostrado que tanto el ejercicio fisico [111] como la RC [112] producen un aumento de
este proceso a través de la sefializacion de AMPK y SIRT1, como se ha indicado
anteriormente [100]. En masculo esquelético también se ha encontrado un incremento de
PGCla por exposicion al frio [113], mientras que se ha observado un descenso por

alimentacion con una dieta alta en grasa [104].

1.5.2 Coenzima Q

La ubiquinona o coenzima Q (CoQ) es un lipido compuesto por un anillo benzoquinona
y una larga cola poliisoprenoide, que coloca a la molécula en la bicapa lipidica. La
longitud de la cadena varia entre las distintas especies, encontrandose la molécula con 10
unidades de isopreno en humanos y en Schizosaccharomyces pombe (CoQ1o), con 9
unidades en roedores y en Arabidopsis thaliana (CoQy), con 8 unidades en Escherichia
Coli (CoQs), 0 con 6 unidades en Saccharomyces cerevisiae (CoQsg). Sin embargo, en

algunas especies es posible encontrar mas de una forma, como ocurre en humanos, donde
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tambien se encuentra CoQq, y en roedores, donde también se encuentra CoQ1o, aunque en

cantidades menores [114].

En cuanto a la biosintesis de CoQ, esta tiene lugar en la mitocondria y se puede dividir
en cuatro fases: la sintesis del anillo, la sintesis de la cola isoprenoide, la union de ambas
moléculas y las modificaciones del anillo (Figura 6) [114]. El precursor del anillo es el
acido para-hidroxibenzoico, que en humanos se sintetiza a partir del anillo de los
aminoacidos fenilalanina o tirosina. La cola isoprenoide se forma a partir de
intermediarios de la ruta del mevalonato como el dimetilalil pirofosfato (DMAPP) y el
pirofosfato de isopentenilo (IPP), con la accion del heterotetramero formado por PDSS1
y PDSS2, que se encargardn también de determinar la longitud de la cola dependiendo
del namero de isoprenos que posea el producto de estas reacciones enzimaticas (trans-
poliprenil pirofosfato). Seguidamente se produce la union de los precursores del anillo y
de la cola, paso enziméatico que esta catalizado por COQ2. Por altimo, se producen
distintas modificaciones quimicas del anillo, catalizadas por diversas proteinas COQ,

aunque el proceso completo aln no se conoce con exactitud (Figura 6) [114].
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Figura 6. Biosintesis del Coenzima Q (CoQ). En primer lugar, se muestra como se forma la cola
isoprenoide, a partir de intermediarios de la ruta del mevalonato. Posteriormente, esta cola se
une al anillo, formado a partir de tirosina o fenilalanina. Finalmente, el anillo sufre distintas
modificaciones quimicas. Adaptada de Diaz-Casado et. al (2019) [114].

Respecto a sus funciones, cabe destacar su papel en la ETC, donde se encarga de transferir
los electrones desde los complejos | o Il hasta el complejo IlI; asi como su papel
antioxidante, previniendo la peroxidacion lipidica, la formacién de grupos carbonilo en

las proteinas y el dafio en el DNA [115].
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Ademas de estas funciones, se ha encontrado que CoQ actia como cofactor de proteinas
desacoplantes, que translocan protones desde el espacio intermembrana a la matriz
mitocondrial, disipando asi el gradiente de protones e impidiendo la sintesis de ATP
[116]. También previene la apertura del poro mitocondrial, contrarrestando asi la
apoptosis [117], influye en la ratio NAD*/NADH, debido a la existencia de NADH
deshidrogenasas dependientes de CoQ, como CYB5R3 o NQO1, e interviene en
reacciones redox implicadas en distintas rutas como en la oxidacion de acidos grasos o
en la biosintesis de pirimidinas [118].

Los niveles de CoQ dentro de la célula son bastante estables, aunque varian en funcion
del tejido, encontrdndose unos mayores niveles de CoQ en rifién y corazén, y menores
niveles en higado, cerebro o musculo esquelético [119]. El balance entre los niveles de
CoQg y CoQ10 también varia en funcion del tejido, siendo mayor esta ratio en higado y
musculo esquelético [118]. Durante el envejecimiento, se produce un descenso de CoQ
[114, 119, 120] lo que ha llevado a estudiar los niveles de este lipido en distintas
intervenciones. Dado que las mitocondrias son ricas en CoQ, intervenciones que alteran
el numero o el tamafio de las mitocondrias afectan a los niveles de CoQ, como es el caso
del ejercicio fisico o la exposicion al frio, que se ha comprobado incrementan los niveles
de CoQ en musculo esquelético [115]. Por su parte, la RC produce un incremento en los
niveles de CoQ, aunque se han encontrado también diferencias en funcién del organismo
modelo, el tejido, el tiempo de intervencion, la edad, asi como la fraccion celular en la
que se ha medido [118, 121]. EI componente graso de la dieta también influye en los
niveles de CoQ, teniendo efecto en condiciones ad libitum, en RC y en casos de
suplementacion. En el caso de la suplementacién, los datos parecen indicar que la
absorcion es mayor cuando la dieta tiene como base aceite de oliva, seguida de aceite de
girasol, y obteniéndose la menor absorcidn con aceite de pescado [114]. En el caso de la
RC, el incremento observado en los niveles de CoQ por esta intervencion en animales
alimentados con una dieta donde el componente graso era aceite de soja se perdia cuando
la grasa predominante era aceite de pescado o manteca de cerdo. Sin embargo, en los
animales alimentados ad libitum el grupo de aceite de soja era el que tenia los menores
niveles de CoQ [118]. En este sentido, una investigacion previa de nuestro grupo ha
mostrado que la dieta de aceite de pescado produce un incremento en los niveles de CoQ
en higado de raton, siendo este incremento mayor en los niveles de CoQio. En dicho
estudio se propone un mecanismo por el que los PUFA n-3 modulan los niveles de CoQ

reduciendo la abundancia de la farnesil difosfato sintasa (FDPS), lo que lleva a la
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acumulacién de farnesil priofosfato (FPP); esto junto al conocido efecto inhibitorio de los
PUFA n-3 sobre la rama de la ruta del mevalonato que lleva a la sintesis del colesterol,
asi como al incremento que causan estos acidos grasos en los niveles de expresion de
diversos genes COQ, desencadena en un incremento en los niveles de este antioxidante
[122].

1.5.3 Autofagia

La autofagia es un proceso de degradacion y reciclaje, que esta altamente conservado. En
celulas de mamiferos se han descrito tres tipos de autofagia: microautofagia, autofagia
mediada por chaperones (CMA) y macroautofagia (Figura 7).

La microautofagia es un proceso por el que directamente el propio lisosoma, a través de
invaginaciones de su membrana, engloba material citoplasmatico a degradar. En la
actualidad se conoce poco sobre el proceso y su regulacion. Por su parte la CMA consiste
en gque chaperonas identifican a proteinas marcadas con un pentapéptido, las despliegan
y son introducidas en los lisosomas por el receptor LAMP2A para que tenga lugar su
degradacidn. Por ultimo, la macroautofagia, a la que nos referiremos a partir de ahora
como autofagia, consiste en englobar el cargo en una vesicula de doble membrana
sintetizada de novo, denominada autofagosoma, que se fusionara posteriormente con los
lisosomas, formando un autolisosoma (Figura 7). Este proceso se ha estudiado
principalmente en levaduras, y posteriormente se han ido descubriendo homdlogos en
distintos organismos [123].
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Figura 7. Tipos de autofagia en células de mamiferos. En la figura se muestra la eliminacion
de distintos componentes celulares mediada por lisosomas: (a) Macroautofagia (autofagia), (b)
autofagia medida por chaperonas y (c) microautofagia. Adaptada de “Three Main Types of
Autophagy”, por BioRender.com (2022). Obtenido de https://app.biorender.com/biorender-

templates

La autofagia ocurre levemente de forma constitutiva, aunque se puede inducir bajo
condiciones de estrés como la falta de nutrientes o energia. En estas situaciones, la
degradacion de material citoplasmatica resulta clave para proporcionar metabolitos que
puedan ser empleados en procesos biosintéticos. Esta ruta de degradacion de material,
también resulta Gtil en condiciones normales para mantener a la célula en un estado
saludable, eliminando organulos defectuosos [123], y en el caso del musculo esquelético
es necesaria para el mantenimiento de la masa y la integridad muscular [124]. Con el
envejecimiento se produce un descenso de la autofagia, que se asocia con distintas
patologias, como la neurodegeneracion o la sarcopenia [99, 125]

1.5.3.1 Mecanismo molecular de la autofagia

Durante el desarrollo de la autofagia se diferencian distintas fases: induccién, nucleacion,
elongacion y formacion y fusién del autofagosoma, que se detallan a continuacion.

La induccion de la autofagia ocurre por el complejo ULK1/2, que esta formado por
ULK1/2, ATG13 y RB1CC1 (también conocida como FIP200). A ATG13 se une
C12orf44 (también conocida como ATG101) (Figura 8). Este complejo es necesario para
la induccion de la autofagia y esta regulado por el estado nutricional de la célula a través
del complejo multiproteico de la diana de rapamicina en mamiferos 1 (mMTORCL1). En
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condiciones de abundancia de nutrientes, mMTORC1se une al complejo ULK1/2 y fosforila
a ULK1/2 y a ATG13, inactivandolas e impidiendo asi que tenga lugar la autofagia. Por
el contrario, en condiciones de escasez de nutrientes, mMTORC1 se disocia del complejo
de iniciacion, se produce la desfosforilacion de las proteinas indicadas anteriormente,

teniendo lugar entonces la induccion de la autofagia (Figura 8) [123].

Starvation

Nutrients

Autophagy

Figura 8. Complejo ULK1/2 de iniciacién de la autofagia. EI complejo estd formado por
ULK1/2, ATG13 y RB1CC1y C120rf44. Figura cogida de Parzych et al. (2014) [123].

El siguiente paso del proceso es la nucleacion, que lleva a la formacion de una doble
membrana que se denomina fagdforo. Para que tenga lugar este proceso se necesita el
complejo | de PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa) de clase 11 (Figura 9). Para la formacién
de este complejo se necesita la actividad quinasa de ULK1, que va a reclutar a VSP34
(también denominada fosfatidilinositol 3 quinasa, subunidad catalitica 3, PIK3C3).
Ademas, el complejo estd también formado por VSP15 (también denominada
fosfatidilinositol 3 quinasa, subunidad reguladora 4, PIK3R4), ATG14 y BECLINL1, a
través de la cual se produce principalmente la regulacion del complejo. La proteina
antiapoptdtica BCL-2 se une a BECLIN1 impidiendo que esta se una al complejo e
inhibiendo por tanto la autofagia (Figura 9). Otra proteina con efecto inhibitorio es
RUBICON, mientras que como reguladores positivos se encuentran AMBRAL y
SH3GLB1 (también conocida como BIF-1). La funcion del complejo | de PI3K de clase
I11 consiste en la sintesis de PI3P en los sitios de iniciacion del fagoforo, creando asi unas
plataformas en el citosol para la unién posterior de maquinarias que permitan elongacion
del fagoforo y su cierre hasta formar el autofagosoma, al reclutar proteinas de la familia
WIPI [123].
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» Autophagy

Figura 9. Complejo | de PI3K de clase I11 para la fase de elongacién de la autofagia.
Figura adaptada de Parzych et al. (2014) [123].

Como se ha indicado anteriormente, el siguiente paso es la elongacion del fagoforo, que
de nuevo requiere la formaciéon de un complejo proteico, en este caso compuesto por
ATG12, ATG5y ATG16L1. Lalocalizacidn de este complejo define el sitio de formacién
del autofagosoma, ya que va a actuar como una proteina E3 catalizando la conjugacién
de proteinas de la familia ATG8 a fosfatidiletanolamina (PE). Dentro de la familia ATG8
en humanos y ratones se encuentran las proteinas LC3, GABARAP y GATE-16, siendo
LC3 la mejor caracterizada. Sobre esta proteina actta la cisteina proteasa ATG4, que
elimina residuos de arginina C-terminal y deja expuesta una glicina C-terminal. La forma
de LC3 procesada por ATG4 pasa a denominarse LC3-1, que es activada por ATG7
(similar a E1) y transferida a ATG3 (similar a E2) (Figura 10). Finalmente, ATG3 junto
con el complejo ATG12-ATG5-ATG16L1, que actia como E3 ligasa, facilita la unién de
fosfatidiletanolamina (PE) a LC3-1, que entonces pasa a denominarse LC3-11 (Figura 10).
La lipidacion de estas proteinas de la familia ATG8 lleva a la extension y cierre del

fagoforo.
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Figura 10. Sistema de conjugacion de LC3. Figura adaptada de Parzych et al. (2014) [123].

Otra proteina importante en el proceso autofagico es ATG9, una proteina transmembrana
que se encuentra en la membrana plasmatica, en la red trans del complejo de Golgi, y en
endosomas de reciclaje, tempranos y tardios, que se ha postulado como la proteina que
proporciona membranas para la extension y cierre del fagéforo. Aunque este proceso aun
no se conoce con exactitud, parece estar regulado por las proteinas ATG2A y ATG2B
[123, 126].

Por Gltimo, se debe producir la fusién del autofagosoma con los lisosomas, donde tienen
un papel importante los microtdbulos produciendo la aproximacion de ambas estructuras.
Para la fusion propiamente dicha intervienen complejos SNARE, proteinas RAB
GTPasas y factores de anclaje. Los complejos SNARE estan formados por STX17 (Qa)
que se encuentra en la membrana del autofagosoma, SNAP29 (Qbc) y VAMPS, que se
encuentra en la membrana del lisosoma; o por YKT6 en la membrana del autofagosoma,
y SNAP29 YSTX?7, localizado en la membrana del lisosoma. Para el ensamblaje de estos
complejos intervienen proteinas como ATG14. Entre los factores de anclaje que facilitan
la fusién con los lisosomas cabe mencionar el complejo HOPS. EPG5, TECPR1 y
PLEKHML1. Estos interaccionan con proteinas RAB, concretamente con RAB7, que
promueve la fusion, asi como con otras proteinas de la familia ATG8 [127].

Todo este proceso esta altamente regulado, de forma que permite responder a distintos
tipos de estrés. Como se ha sefialado anteriormente, el complejo ULK1/2 esté regulado

por mTORC1, que acta como sensor nutricional inhibiendo la autofagia en condiciones
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de abundancia de nutrientes. En estas condiciones, PKA también inhibe la autofagia al
fosforilar a LC3, ademaés de fosforilar y activar también a mTORC1, e inhibir a AMPK,
que es el otro gran sensor nutricional junto a mTORC1. En el caso de AMPK, esta se
activa cuando aumenta la ratio AMP/ATP, es decir, cuando los niveles energéticos de la
célula son bajos, y produce la induccién de la autofagia por varias vias. Por un lado,
AMPK actla inhibiendo a mTORCL1 de manera directa y de manera indirecta a través de
la fosforilacion y activacion del complejo de esclerosis tuberosa (TSC 1/2), que inhibe a
mTORC1. Por udltimo, AMPK también puede activar a ULK1 promoviendo asi la
iniciacion de la autofagia. El incremento de calcio citosolico que tiene lugar como
consecuencia de estrés del RE activa las proteinas quinasas dependientes de
Ca?*/calmodulina CAMKK2/CaMKKP, que a su vez fosforilan y activan a AMPK,
desencadenando la activacion de la autofagia por las vias descritas anteriormente [30,
123, 128].

1.5.3.2 Mitofagia

La autofagia, ademas de ocurrir de forma inespecifica como se ha detallado en el apartado
anterior, también puede ser especifica, dirigida a peroxisomas, mitocondrias o proteinas
ubiquitiniladas. En el caso de la degradacion autofagica de mitocondrias, el proceso
recibe el nombre de mitofagia, y puede ocurrir para eliminar mitocondrias dafiadas, para
permitir el recambio de este organulo, e incluso para el desarrollo de algunos tipos
celulares [123].

La mitofagia puede desencadenarse por distintas vias, siendo la via PINK1-PARKIN la
mas estudiada. PINK1 es una Ser/Thr quinasa que se encuentra en la OMM vy en
condiciones normales entra a la matriz mitocondrial a través del complejo TOM/TIM y
es degradada por la peptidasa de procesamiento de la matriz mitocondrial (MPP) y por la
proteina de tipo romboide asociada a las presenilinas (PARL), que se encuentra en la
IMM [129]. Bajo condiciones de estrés, PINK1 se acumula en la OMM, homodimeriza,
se autofosforila y activaa PARKIN, que tiene actividad ubiquitina ligasa. Esta activacion
de PARKIN por PINK puede llegarse a cabo de dos formas: por un lado, se puede
producir a través de la fosforilacion directa de PARKIN, por otro lado, PINK puede
fosforilar a la ubiquitina, que compite con un dominio autoinhibitorio de PARKIN, de
forma que esta se estabiliza en una conformacion activa. Una vez activa, PARKIN lleva
a cabo la ubiquitinilacién de otras proteinas de la OMM que contienen un dominio LIR

(region intermedia de interaccion con LC3), las cuales van a servir como receptores para
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la maquinaria de autofagia, interaccionando con LC3 y reclutando asi a las membranas
autofagosdémicas para envolver a la mitocondria dafiada. Entre estos receptores se
encuentra la proteina p62 o también Ilamada sequestosoma 1 (SQSTML), la proteina de
unién a Tax1 (tax1bpl) o la proteina optineutin (OPTN) (Figura 11) [129, 130].

Otro tipo de rutas por las que se desencadena la mitofagia son las vias dependientes de
receptores. Dentro de estas cabe mencionar la via BNIP3-NIX, que median la mitofagia
inducida por hipoxia y la empleada para eliminar mitocondrias en células inmaduras,
respectivamente. BNIP3 se encuentra en la mitocondria y, mientras que en condiciones
normales se expresa en bajos niveles, su expresion se induce por HIF-1. Esta proteina de
nuevo interacciona con LC3 reclutando la maquinaria de autofagia. Aunque
recientemente se ha encontrado que la fosforilacién de dos residuos de Ser de BNIP3
potencia su interaccién con LC3, los mecanismos regulatorios ain no se conocen (Figura
11). En el caso de NIX, esta proteina se encuentra en la OMM y también tiene dominios
para interaccionar con LC3 [130]. Zheng et al. han propuesto tres modelos por los que
NIX puede promover la autofagia. El primero de ellos se basa, de nuevo, en un papel
como receptor para la maquinaria de autofagia al interaccionar con LC3. El segundo
modelo propone que NIX también puede interaccionar con PARKIN. Por ultimo, se
propone que NIX compite con BECLIN-1 por unirse a BCL-2. Cuando NIX consigue
unirse a BCL-2, existe mads BECLIN-1 libre para formar el complejo | de PI3K de clase
I11'y que tenga lugar la autofagia [131]. Ademas de estas, Se conocen otras proteinas que
actlan como receptores para la maquinaria autofagica como BCL2L 13, PHB2, MsrB2, o
la recientemente identificada FUNDCL (proteina 1 conteniendo el dominio FUN14), que
se encuentra en la OMM Yy su interaccion con LC3 esta muy regulada por su estado de
fosforilacion. En condiciones de hipoxia, se fomenta su desfosforilacion y se mejora su
interaccion con LC3 [132].
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Figura 11. Mecanismo de mitofagia. A: Mitofagia mediada por la proteina BNIP3L. B:
Mitofagia mediada por la via PINK1-PARKIN. Figura creada con BioRender.com.

1.5.4 Apoptosis

La apoptosis es un proceso celular activo altamente regulado que lleva a la degradacion
controlada de la célula, sin que haya liberaciéon del material al medio circundante. La
finalidad de este proceso es mantener la homeostasis de los tejidos, equilibrando la
produccion de nuevas células con la eliminacién de otras cuando ya no son necesarias,
estan dafiadas o son peligrosas para el organismo [133]. Este tipo de muerte celular
programada se describié por primera vez en 1842, pero no fue hasta 1972 cuando se
introdujo el termino de apoptosis por John Kerr [134]. Su estudio sigue siendo de gran
interés ya que en la actualidad se relacionan muchas enfermedades con un exceso (ej.
Parkinson o Alzheimer) o con un defecto de la apoptosis (ej. cancer) [135]. Ademas,
también se ha comprobado que la apoptosis esta relacionada con el envejecimiento,
observandose un incremento de la muerte celular programada a medida que se alcanza
una edad avanzada [99, 136], mientras que la RC produce un descenso de esta ruta, lo que
podria tener efectos beneficiosos sobre el desarrollo de la sarcopenia [69]. Bajo esta
intervencion, nuestro grupo ha demostrado que someterse a RC con una dieta donde el

principal componente graso es el aceite de pescado, maximiza los efectos antiapoptéticos
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de la RC [69], por lo que el componente graso es otro factor a tener en cuenta. En este
sentido también estd documentada una induccion de la apoptosis por SFA, mientras que
los PUFA ®-3 muestran un papel protector [137].

La apoptosis lleva a una serie de cambios visibles en la célula como la pérdida de
volumen, la rotura del ndcleo, la condensacion de la cromatina y la formacion de
invaginaciones de la membrana que permiten la division de la célula en cuerpos
apoptoticos que posteriormente seran fagocitados por células del sistema inmune [138].
En el caso concreto del masculo esquelético, durante la atrofia muscular se produce
apoptosis, que durante mucho tiempo se ha pensado que lleva a la reduccion del nimero
de mionucleos. Sin embargo, existe cierta controversia en este sentido, ya que algunos
estudios recientes han demostrado que no ocurre dicha pérdida de mionucleos [139].

A nivel molecular la apoptosis puede llevarse a cabo por dos vias: extrinseca e intrinseca.
La via extrinseca o via mediada por receptor se desencadena por receptores
pertenecientes a la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF-R),
como Fas, TRAIL-R1/2 o el propio TNF-R, que se encuentran en la membrana plasmatica
y que se activan por ligandos extracelulares. Cuando a estos receptores se unen sus
ligandos (FasL, TRAIL o TNF-a), trimerizan y reclutan a proteinas adaptadoras que se
unen a los “dominios de muerte” (DD, del inglés death domains) del receptor. En el caso
del receptor Fas estas proteinas adaptadoras son las FADD; y en el caso del receptor TNF-
R estas proteinas son TRADD. Las proteinas adaptadoras tienen “dominios efectores de
muerte” (DED, del inglés death effector domain), a través de los cuales reclutan a la
procaspasa-8. En el caso de los receptores Fas y TRAIL, la unidon de esos con sus
proteinas adaptadoras y la procaspasa-8 forma el “complejo sefializador inductor de
muerte” (DISC, del inglés death inducing signaling complex). Las procaspasas-8
proximas a DISC pueden transactivarse y escindir directamente la caspasa-3, caspasa
efectora. La caspasa-8 también puede romper la proteina BID, dando lugar a BID
truncada, que desencadenarian la via intrinseca como se describe a continuacién (Figura
12) [138, 140].

La via intrinseca tiene lugar con intervencion de la mitocondria y se desencadena bajo
diversas condiciones de estrés de origen tanto extracelular como intracelular, llevando a
la activacion de proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2. El equilibrio entre proteinas
proapoptoticas (BAX, BAK, BID y otros) y antiapoptoticas (BCL-2, BCL-XL, MCL-1y

otros) de esta familia en la membrana externa mitocondrial condicionara la apertura o no
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de poros en dicha membrana, permitiendo la liberacion de una serie de proteinas del
espacio intermembrana mitocondrial al citosol. Entre estas proteinas se encuentra el
citocromo c, que se une a APAF-1 para formar el apoptosoma que, consumiendo ATP,
activa a la caspasa-9. Una vez activada, la caspasa-9 puede activar a la caspasa-3 y a otras
caspasas efectoras (caspasa-6 y caspasa-7), que llevaran a la alteracion de los sustratos
celulares y a la muerte de la célula (Figura 12). Al activarse esta via, se liberan al citosol
otras moléculas proapotéticas ademas del citocromo c. Dentro de estas moléculas
proapoptoticas se encuentran Smac/Diablo, inhibidor de las proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAPs); AlF, factor inductor de la apoptosis de forma independiente de caspasas
o laendonucleasa G (ENDOG). Entre las principales IAPs, se encuentra la proteina Xiap,
inhibidor de la apoptosis ligado al cromosoma X, que inhibe la actividad de varias
caspasas [140].

La apoptosis independiente de caspasas anteriormente mencionada es la llevada a cabo
por AIF y ENDOG, que cuando se liberan de la mitocondria se translocan al nucleo y
causan la degradacion del DNA [141], aunque no se conoce el mecanismo por el que

Ilevan a cabo esta degradacion [142].
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Figura 12. Principales rutas de sefializacion apoptética, iniciada por sefializacion externa a
través de receptores especificos (via extrinseca) o por dafio celular (via intrinseca). Adaptada
de “Apoptosis Extrinsic and Intrinsic Pathways”, por BioRender.com (2022). Obtenido de
https://app.biorender.com/biorender-templates

Ademas de intervenir en la apoptosis, muchas de estas proteinas tienen otras funciones
no relacionadas con la muerte celular. Entre estas funciones cabe mencionar el caso de
APAF-1, que estd implicada en la regulacion del ciclo celular en respuesta a dafio en el
DNA [143]; el citocromo c, que como ya hemos indicado interviene en la ETC; BCL-2,
que actua sobre BECLIN-1 inhibiendo asi la autofagia; o AlF, que es requerida para la
estabilidad del complejo | [144]. En lo que respecta a las caspasas, se ha asociado la
procaspasa-3 con la regulacion de la biogénesis mitocondrial en neuronas [145] y se ha
descrito un papel de la caspasa-3, y de la caspasa-9 para la activacion de esta, en la
diferenciacion de mioblastos en miotubos [146]. También se han descrito funciones no
apoptoticas para la caspasa-8. En este caso, se ha encontrado que interviene en la
formacion de vasos del saco vitelino en ratones, de forma que su eliminacién resulta letal
durante el desarrollo embrionario, y en la diferenciacion de los monocitos a macrofagos

y en la homeostasis de células T, entre otras funciones [147, 148].
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1.6 El tejido muscular y su envejecimiento

El masculo esquelético es un tejido postmitético que constituye el 45% del peso corporal
[57], considerandose el tejido metabdlico mas grande del cuerpo [149]. EI musculo
esquelético esta formado por tres tipos de fibras musculares. Las fibras tipo | o fibras
rojas son de contraccion lenta, oxidativas y metabolizan preferentemente &cidos grasos.
Estas fibras tienen un mayor numero de mitocondrias, y por tanto son mas resistentes a la
fatiga [150]. Las fibras de tipo Ila son de contraccion rapida y son oxidativas-glucoliticas.
Finalmente, las fibras de tipo I1b son de contraccion rapida y glucoliticas [149, 151, 152].
Como se explicara en el siguiente apartado, los distintos tipos de fibra se afectan de forma
diferente por el envejecimiento, siendo las fibras de tipo Il las que méas se ven més
afectadas por este proceso [153].

Las mitocondrias constituyen entre 2-10% del volumen celular en el masculo esquelético
de mamiferos [154], diferencidndose distintas subpoblaciones que son distinguibles tanto
funcional como estructuralmente [155]. Una de estas subpoblaciones son las
denominadas mitocondrias intermiofibrilares (IMFM, del inglés intermyofibrilar
mitochondria), que tienen forma alargada y se disponen envolviendo la banda | de la
sarcOmera. Estas mitocondrias forman redes que se distribuyen por la matriz
intermiofibrilar y tienen una alta relacion superficie-volumen, todo lo cual facilita una
répida difusion del ATP hacia la ATPasa miofibrilar, asi como la distribucion de la
energia por toda la fibra [155]. El otro tipo de mitocondrias encontrado en el tejido
muscular son las que cominmente se les ha llamado mitocondrias subsarcolémicas (SSM,
del inglés subsarcolemmal mitochondria), aunque no se encuentran localizadas en todo
el espacio subsarcolémico, si no que estan acumuladas principalmente en la zona del
nucleo, o cerca de capilares [155]. En cuanto a su morfologia, las SSM son méas grandes
y menos ramificadas que las IMFM, teniendo un mayor volumen de crestas
mitocondriales y matriz [154, 156].

En lo que respecta al metabolismo, el musculo esquelético puede usar acidos grasos,
cuerpos cetonicos y glucosa como fuente de energia, y empleard unos u otros en funcion
de los requerimientos energéticos. En condiciones de reposo, utiliza preferentemente
acidos grasos procedentes del tejido adiposo, y cuerpos cetonicos del higado. Los
musculos en actividad moderada utilizan, ademas de estos sustratos, glucosa sanguinea
como fuente de energia. En todos estos casos, los sustratos se oxidan a acetil-CoA, que

entrara al ciclo de Krebs, y posteriormente por la fosforilacion oxidativa generara ATP.
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Cuando se lleva a cabo una actividad intensa, los requerimientos de ATP son tan altos
que el Oz y los sustratos suministrados por el flujo sanguineo no son suficientes, por lo
que se complementa la oxidacion comentada anteriormente con la degradacion del
glucdgeno almacenado en el musculo hasta lactato, por fermentacién. EI masculo cuenta
también con otro sistema de generacion de ATP, que es la creatina quinasa, ya que los
depdsitos de glucogeno en masculo son bajos, y la acumulacion de lactato lleva a una
bajada del pH. Tras el ejercicio intenso, se regeneran las reservas de glucogeno en
musculo gracias al Ciclo de Cori, por el que el lactato producido en el mdsculo es
transportado por la sangre hasta el higado, donde vuelve a formar glucosa por
gluconeogeénesis. Esta glucosa se transporta al musculo para regenerar las reservas de
glucdgeno [157].

El estudio del musculo esquelético resulta especialmente interesante al tratarse de uno de
los 6rganos méas consumidores de energia y al ser un tejido postmitotico, en los que son
especialmente pronunciadas las disminuciones de la funcién mitocondrial asociadas a la
edad [158].

1.6.1 Envejecimiento del musculo

El envejecimiento lleva al declive de las funciones fisiol6gicas de los 6rganos [159]. La
disminucion progresiva de la masa y funcion muscular asociada al envejecimiento se
denomina sarcopenia [99]. El termino sarcopenia fue definido por primera vez en los afios
80 por Rosenberg [160], aunque su definicion se ha ido modificando hasta como se
conoce hoy en dia [161]. La sarcopenia supone un factor de riesgo para muchas de las
afecciones asociadas a la edad [99], y dado que en 2050 se estima que mas de 200 millones
de pacientes padezcan esta patologia resulta muy interesante su estudio [162, 163].
Aungue no se conoce claramente la patogénesis de la sarcopenia, se sabe que en su
desarrollo se produce inflamacién, degeneracion neuromuscular y disfuncién
mitocondrial, siendo este ultimo uno de los principales factores implicados en la
degeneracion muscular dependiente de la edad y en el que se centra este trabajo [161].
Dentro de esta disfuncion mitocondrial como consecuencia del envejecimiento se puede
mencionar un descenso en la masa mitocondrial [164], asi como una reduccion de la
actividad de la ETC [165]. Esta menor actividad de la ETC lleva a una menor sintesis de
ATP, y con ello se produce un descenso en la sintesis de proteinas musculares [166].
Por otro lado, la disfuncion mitocondrial conduce a distintos procesos que se

relacionarian con el desarrollo de la sarcopenia [99]. Entre estos procesos cabe destacar
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la alteracion del mecanismo de control mitocondrial (MQC, del inglés mitocondrial
quality control) debido a alteraciones en la dinamica mitocondrial, descenso de
biogénesis mitocondrial y autofagia, que llevan a la acumulacion de las mitocondrias
disfuncionales; y activacion de la apoptosis, que también se ve activada por el incremento

en la inflamacién [99, 159].
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2 Objetivos

El objetivo general de este trabajo es determinar los mecanismos por los cuales CYB5R3
promueve una extension de la longevidad en ratones, empleando para ello ratones
transgénicos que sobreexpresen esta proteina, y realizando un disefio experimental de
intervenciones dietéticas para analizar los efectos de la RC y de distintas fuentes grasas.
Los estudios se centraran en musculo esquelético, tejido postmitotico que tiene una
contribucion mayor al gasto metabdlico en los animales.

Para lograr este objetivo general se definen los siguientes objetivos especificos:

Objetivo especifico 1: Determinar la influencia de la sobreexpresion de CYB5R3 sobre

procesos ligados a la mitocondria relevantes para la pauta de envejecimiento: sefializacion
apoptotica, ultraestructura mitocondrial, biogénesis y dindmica mitocondrial, autofagia,
asi como niveles de coenzima Q.

Objetivo especifico 2: Determinar las condiciones dietéticas que maximizan la

preservacion metabdlica por sobreexpresion de CYB5R3. Se estudiaran los efectos de la

RC y del contenido graso de la dieta.

Obijetivo _especifico 3: Analizar el efecto de la edad estudiando los efectos de la

sobreexpresion de CYB5R3 en animales viejos.
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3 Materiales y métodos

3.1 Modelo animal
3.1.1 Animales

Para la realizacion de este trabajo se emplearon ratones macho silvestres (WT) y
transgénicos (TG) para la CYB5R3, de la cepa C57BL/6J.

Los animales TG fueron generados como se detalla en Martin-Montalvo, 2016 [55]. El
gen CYB5R3 de rata se clon6 en el plasmido pRC/CMV-rDTD [167] y posteriormente,
el inserto correspondiente al transgen fue escindido del vector de clonacion de DNA por
digestion con las enzimas de restriccion Swal y Nrul. El transgen purificado (bajo el
control del promotor temprano del citomegalovirus humano y secuencias de
poliadenilacion SV40) fue microinyectado en Ovulos fertilizados C57BL/6J en la
instalacion béasica de animales transgénicos modelo de la Universidad de Michigan

(https://brcf.medicine.umich.edu/cores/transgenic-animal-model/).

Los 6vulos supervivientes fueron transferidos a ratonas B6D2F1 pseudoprefiadas. La
incorporacion estable de la construccion en el genoma fue validada como se describe en
Martin-Montalvo, 2016 [55]. Los ratones macho TG, generados como se ha descrito, se
cruzaron con hembras WT de la cepa C57BL/6J obtenidas de los laboratorios Charles
River (Barcelona, Espafia) para establecer una colonia que fue mantenida en el Servicio
de Animales de Experimentaciéon (SAEX) de la Universidad de Coérdoba.

Se establecieron grupos experimentales con machos de los dos genotipos (WT y TG en
el fondo C57B /6J). Los animales se alojaron en jaulas estériles con tapa con filtro por
grupos, excepto los sometidos a RC que se encontraban en jaulas individuales para poder
[levar un control mas preciso de la ingesta. EI mantenimiento se llevé a cabo en un
ambiente controlado, con un ciclo de luz / oscuridad de 12 h y una temperatura de 22 ° C
con acceso libre a agua y pienso estandar hasta que alcanzaron una edad de 3 meses.

3.1.2 Genotipado de los animales

Los ratones WT y TG se distinguieron por genotipado mediante PCR con DNA obtenido

de tejido de la cola.
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3.1.2.1 Extraccion de DNA

Las muestras procedentes de la cola de los ratones se trataron con un tampdn de lisis cuya
composicion fue: Tris 1M pH 8,5, EDTA 0,5M pH 8, SDS al 10% y NaCl 1M. Justo en
el momento de uso se suplementd con Proteinasa K (Qiagen, Hilden, Alemania) en

proporcion 1/200.

Una vez afiadido el tampon, las muestras se incubaron en el termobloque a 55°C
agitandolas cada 30 minutos, hasta que el tejido quedaba deshecho por completo.
Seguidamente, las muestras se centrifugaron a 13000g durante 30 minutos a temperatura
ambiente, y al finalizar la centrifugacion se transfirié el sobrenadante a un tubo con
isopropanol, de forma que la mezcla muestra:isopropanol quedaba en proporcién 1:1. Se
mezcld todo bien por inversion y se volvié a centrifugar a 13000g durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se elimino entonces el sobrenadante, y el pellet resultante se lavo
con etanol al 70%. Por dltimo, se elimind el etanol y se dejaron secar los tubos a
temperatura ambiente hasta el dia siguiente. Una vez que los tubos estuvieron secos, se
resuspendio el pellet en 100ul de agua tratada con DEPC y se conservaron las muestras a

-20°C hasta la realizacion del procedimiento de genotipado propiamente dicho.

3.1.2.2 PCR para el genotipado

A partir del DNA extraido de las colas de los animales, se llevaron a cabo PCRs
convencionales para el genotipado. Las condiciones de la amplificacion fueron 40 ciclos
de 1 minuto a 95°C, para la desnaturalizacion del DNA; 1 minuto a 55°C, para la

hibridacién de los cebadores; y 1 minuto a 72°C, para la extension.
Los cebadores empleados para identificar el transgén fueron:
CACCAAAATCAACGGGACTT (forward)
AGACCGGGGAGAGTACCACT (reverse)

Por otro lado, como control interno de la reaccion, llevamos a cabo la amplificacion del

gen interleuquina-2 (IL-2) utilizando con los siguientes cebadores:
CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT (forward)
GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC (reverse)

Los productos de la PCR se separaron en una electroforesis en gel de agarosa al 1%,

observandose dos bandas en los animales TG: de 325 pares de bases (pb) correspondiente
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a IL-2 y de 250pb correspondiente a CYB5R3; mientras que en los animales WT solo se

obtuvo la banda correspondiente a IL-2 (Figura 13).

ot 1 fad |
WT TG TG WT TG

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa para el genotipado de los ratones. En los animales
WT so6lo se observa una banda, correspondiente a la IL-2 (325pb), mientras que, en los TG,
ademas de la banda anterior, se observa otra banda, correspondiente a CYB5R3 (250pb).

3.1.3 Grupos experimentales y dietas

Los animales fueron alimentados con pienso estandar desde el destete hasta los 3 meses
de edad. A partir de ese momento empezaron a alimentarse con dietas basadas en la
composicion AIN93M (elaboradas en el Servicio de Produccion de Dietas de la
Universidad de Granada), cuya fuente principal de grasa fue diferente en funcién del
grupo experimental al que fueron asignados. En el caso del grupo experimental de
animales jovenes, estos estuvieron 4 meses en intervencion, por lo que fueron sacrificados

a los 7 meses de edad.

Dentro de este grupo de animales jovenes se establecieron cuatro subgrupos, en funcion
de si la fuente principal de grasa era aceite de soja (alto en PUFA n-6), manteca de cerdo
(alta en SFA y MUFA), aceite de pescado (alto en PUFA n-3: 18% A4cido
eicosapentaenoico y 12% de acido docosahexaenoico) o aceite de oliva (alto en MUFA).
En los animales jovenes se establecio también un grupo sometido a una RC con un 40%
reduccion de la ingesta ad libitum. Para conseguir esta reduccion del 40% de la ingesta,

se fue reduciendo un 10% semanalmente.

Por otro lado, se mantuvo un grupo de envejecimiento en el cual los animales fueron
alimentados desde los 3 meses de edad con la dieta AIN93M estandar (con aceite de soja)
durante un periodo total de intervencion de 21 meses, siendo por tato sacrificados a una

edad de 24 meses.

La composicion de cada una de las dietas de la intervencion se muestra en la tabla 1, asi

como su perfil de acidos grasos en la tabla 2. Como se puede apreciar en la tabla 1, las
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dietas cuyo componente graso mayoritario fue manteca de cerdo, aceite de pescado o
aceite de oliva se suplementaron con la cantidad necesaria de aceite de soja para asegurar
asi una ingesta adecuada de acido linolénico, de acuerdo con la cantidad de este acido
graso determinada en cada una de las grasas, y los requerimientos nutricionales del ratén
[67, 68]. Por otra parte, la cantidad del antioxidante t-butilhidroquinona presente en la
dieta basada en aceite de pescado se duplicé respecto a la incorporada en las otras dietas,
para contrarrestar la mayor susceptibilidad a la oxidacion de los PUFA n-3 [68].

Ingredientes Dieta con aceite Dieta con Dieta con Dieta con
de soja manteca de aceite de aceite de oliva
(g/kg dieta) cerdo  (g/kg pescado (g/kg (g/kg dieta)

dieta) dieta)

Almidén de maiz 465,692 465,692 465,692 465,692

Caseina 140 140 140 140

Maltodextrina 155,00 155,00 155,00 155,00

Sacarosa 100,00 100,00 100,00 100,00

Aceite de soja 40,00 9,00 12,00 2,90

Manteca de cerdo 0 31 0 0

Aceite de pescado 0 0 28,00 0

Aceite de oliva 0 0 0 1,10

Celulosa 50,00 50,00 50,00 50,00

Mezcla de minerales 35,00 35,00 35,00 35,00

Mezcla de vitaminas 10,00 10,00 10,00 10,00

L-cisteina 1,80 1,80 1,80 1,80

Bitartrato de colina 2,50 2,50 2,50 2,50

t-butilhidroxiquinona 0,008 0,008 0,016 0,008

Tabla 1. Composicion de las dietas utilizadas para cada grupo de estudio.
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Acidos grases Dieta con aceite  Dietacon Dieta con aceite Dieté con aceite
de soja (%) manteca de de pescado (%) de oliva
cerdo (%) (%)
Saturados 15,08 39,55 31,95 14,58
Monoinsaturados 22,08 52,12 29 80,54
Poliinsaturados 55,26 7,81 2,47 4,24
n-6
Poliinsaturados 7,57 0,5 36,57 0,65
n-3
Ratio n-6/n-3 7,29 15,62 0,06 6,52

Tabla 2. Contenido de acidos grasos de cada una de las dietas utilizadas para los distintos
grupos experimentales.

Al final de la intervencion correspondiente y tras 24 horas de ayuno, los animales de cada
grupo experimental fueron anestesiados con isoflurano, se extrajo la sangre mediante
puncion cardiaca para otros analisis [168], y finalmente fueron sacrificados por
dislocacion cervical. Se extrajo el musculo esquelético de las extremidades posteriores,
que fue congelado por inmersién en nitrégeno liquido en un tampon de congelacion (Tris-
HCI 25mM pH 7.6, manitol 0.21M, sacarosa 0.07M y 10% DMSO como crioprotector)
y almacenado posteriormente a -80°C hasta el momento de su uso para las distintas

determinaciones bioquimicas.

También se tomaron muestras de mdsculo gastrocnemio que fueron fijadas en
glutaraldehido al 4% preparado en tampdn cacodilato 0,1M pH 7.0, para su posterior
procesamiento (ver mas adelante) y estudio con el microscopio electrénico de

transmision.

Todos los procedimientos llevados a cabo con los animales de experimentacion fueron
aprobados por el comité de bioética de la Universidad de Cérdoba, de acuerdo con la
normativa vigente de la Union Europea y autorizados por la Consejeria de Agricultura,

Pesca y Desarrollo Rural, Junta de Andalucia (cédigo de autorizacion: 20/04/2016/053).

3.1.4 Preparacion de extractos de tejidos

Se prepararon dos tipos de extractos a partir del tejido, un extracto total en tampén de
homogeneizacion, que posteriormente se usaria para llevar a cabo fraccionamiento
subcelular y la extraccion de lipidos; y un extracto en tampon de lisis RIPA (del inglés

radioinmunoprecipitation assay).

39



Materiales y métodos

3.1.4.1 Homogeneizacion y fraccionamiento subcelular

La preparacion de homogeneizados totales se llevo a cabo a partir del tejido limpio de
grasa y tejido conjuntivo, que fue troceado y homogeneizado con un disruptor de tejido
mecénico (Ultra-Turrax T25, IKA, Staufen, Alemania) durante 30 s a 4°C, en un tampén
de homogeneizacion cuya composicion fue: Tris-HCI 20 mM, pH 7,6, KCI 40 mM,
sacarosa 0,2 M, EDTA 10 mM. Se emple6 un volumen de 700ul de tampdn por cada
media pata de ratén. En el momento del uso, el tampon se suplementd con (se indican a
continuacidn las concentraciones finales en el medio de homogeneizacion): fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1mM, DTT 1 mM y 40 ug/ml de una mezcla que contenia
quimostatina, leupeptina, antipaina y pepstatina A, en adelante, CLAP. A partir de este
homogenado total se llevé a cabo un fraccionamiento subcelular por centrifugacion
diferencial para obtener las distintas fracciones celulares como se describe a continuacion.
En primer lugar, se sometio el homogeneizado a centrifugacion durante 10 minutos a
420g en una microfuga (MiniSpin, Eppendorf, Alemania) a 4°C, con el fin de sedimentar
los nucleos y las células sin romper. El pellet asi obtenido se trat6 para extraccion nuclear,
que se detalla mas adelante, mientras que el sobrenadante se traspaso a un tubo limpio y
se volvid a centrifugar durante 10 minutos a 6700g en la microfuga a 4°C. Tras esta
centrifugacion, el pellet se resuspendi6 en tampon de homogeneizacion y se conservo a -
80°C como fraccion enriquecida en mitocondrias. El sobrenadante generado en este paso
de centrifugacion, que contiene los restos de membranas ligeras y citosol, se transfirié a
un tubo de ultracentrifuga y se sometid a centrifugacion durante 15 minutos a 1000009 a
4°C, usando el rotor basculante SW60Ti y una ultracentrifuga L-70 (Beckman Coulter,
EE. UU.). El pellet obtenido se resuspendié en tampon de homogeneizacion y se conservé
a -80°C como membranas extramitocondriales. El sobrenadante, que contenia la fraccion

citosélica, también se conservé a -80°C hasta su utilizacion.

3.1.4.1.1 Extraccion de nucleos

A partir del pellet obtenido en la primera centrifugacion del fraccionamiento se procedid
a la extraccion de proteinas nucleares, siguiendo un protocolo adaptado a partir de
Wadman, 1997 [169].

En primer lugar, el pellet nuclear se resuspendié en un tampon cuya composicion fue:
Hepes 20mM pH 7.9, MgCl, 1.5mM, NaCl 420mM, y glicerol al 25% (v/v). En el
momento de uso se afiadieron PMSF 1mM y 10 pg / ml de CLAP. La mezcla resultante

se incubo en hielo durante 30 minutos, sometiéndose a agitacion durante 10 segundos
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cada 2 minutos. Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 4°C en la microfuga durante 10
minutos a 9600g. El sobrenadante asi obtenido se retird y se conservé a -80°C como

fraccion nuclear.

3.1.4.2 Extractos proteicos totales de tejido (extractos en tampdn de lisis RIPA)
Para la preparacion de los extractos en RIPA, de nuevo se partid del tejido limpio de grasa
y tejido conjuntivo, el cual se homogenizd con un disruptor de tejido mecénico (Ultra-
Turrax T25, IKA, Staufen, Alemania) durante 30 s a 4°C. En este caso la extraccion se
realizd en tampon RIPA, que contiene Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM,
desoxicolato al 0.5%, SDS al 0.1%, y Triton X-100 al 1%. Al igual que con el tampon de
homogeneizacion, en el momento de uso se suplementé el tampdén RIPA con DTT 1 mM,
PMSF 1 mM, 10 ug / ml de CLAP y cocteles de inhibidores de fosfatasas 2 y 3 (Sigma-
Aldrich) a una dilucién 1:100.

Una vez homogeneizado el tejido, la mezcla resultante se agit6 vigorosamente durante 15
segundos en vortex y posteriormente se centrifugd a 10.000 g durante 15 min a 4°C, con
el fin de separar el sobrenadante, que contenia las proteinas extraidas, del residuo no
extraible que queda en el pellet. Este sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y se
almaceno a -80°C hasta el momento de su uso.

3.2 Determinacion de la cantidad de proteina en las muestras

La cantidad de proteina se determind en todos los casos utilizando la modificacion de
Stoscheck [170] del método de Bradford [171]. Se tomaron triplicados de cada una de las
muestras (2-5ul) y se mezclaron con 50ul de NaOH, que ayuda a la solubilizacion, mejora
la sensibilidad del ensayo y disminuye la variabilidad entre distintos tipos de proteinas
[170]. A continuacion, se afiadié 1 ml de reactivo de Bradford (Bio-Rad, Hércules,
California, Estados Unidos) y la mezcla resultante se agité con vértex. Tras una
incubacion de 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, se midi6 la absorbancia
a 595nm en un espectrofotdmetro DU-640 (Beckman Coulter, EE. UU.). La
concentracion de proteina en la muestra se determind extrapolando los valores de
absorbancia obtenidos en una recta patron realizada con concentraciones conocidas de y-

globulina bovina (0 a 20 pg/ml).
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3.3 Determinacion de proteinas mediante western-blot

3.3.1 Preparacion de muestras

Para proceder a la separacion electroforética, se prepararon las muestras a partir de 30pg
de proteina procedente de los extractos de RIPA o de la fraccion celular correspondiente
en cada caso que se mezclaron con tampon de carga SDS-DTT 1X (Tris-HCI 60 mM, pH
6,8, sacarosa al 10%, EDTA 2 mM, SDS al 1,5%, DTT 20 mM y azul de bromofenol al
0,01 %), al que se afiadieron los inhibidores de proteasas PMSF (stock a 100mM) y CLAP
(stock a 5mg/ml) en proporcion 18:1:1.

Posteriormente las muestras fueron hervidas a 100°C durante 5 minutos. En caso de que
las muestras se fueran a utilizar para detectar proteinas de membrana, el calentamiento de
las muestras se limitd a 45°C durante 15 min para evitar las agregaciones que se producen
en las proteinas con dominios hidrofébicos cuando se someten a hervido en presencia de
SDS. Excepcionalmente, cuando lo que se queria medir eran las subunidades de los
complejos de la cadena de transporte de electrones, el calentamiento de las muestras se
limité ain mas (5 min a 37°C), para evitar la pérdida de la sefial del complejo 1V, que
disminuye con el aumento de la temperatura, de acuerdo con las indicaciones del
fabricante del kit inmunoldgico de deteccion
(https://www.thermofisher.com/antibody/product/OxPhos-Rodent-WB-Antibody-clone-
Cocktail-Cocktail/45-8099).

3.3.2 Electroforesis

La separacion de proteinas se realiz6 mediante electroforesis desnaturalizante (SDS-
PAGE) en geles prefabricados de poliacrilamida con un gradiente del 4% al 20%, usando
la tecnologia Stain Free (Geles Criterion Stain Free de Bio-Rad), que permite la
visualizacion directa de las bandas de proteina en el gel tras una activacion de 45 segundos
con luz UV, al incrementarse de esta forma la fluorescencia derivada de los residuos de
triptofano de las proteinas.

Se emplearon geles de 18 o 26 pocillos, en funcién del nimero de muestras a comparar,
utilizando siempre uno de los carriles para cargar 3l de los marcadores de peso molecular
(Precision Plus Protein All Blue Standards, Bio-Rad).

La separacion electroforética se llevo a cabo en una cubeta Criterion System (Bio-Rad),
aplicando un voltaje de 200V y un amperaje maximo de 150mA durante
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aproximadamente 40 minutos, en un tampén que contenia Tris 25mM pH 8.3, glicina
192mM vy 0.1% SDS.

3.3.3 Transferenciay control de carga

Una vez completada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa incluida en el kit Trans-blot Turbo (Bio-Rad), utilizado con el sistema de
transferencia del mismo nombre con un programa rapido de 25 voltios y un amperaje
maximo de 2,5A durante 7 minutos.

Finalizada la transferencia, se procedio a la tincion de la membrana con el colorante rojo
Ponceau S diluido al 0,1% en &cido acético al 5%, durante 5 minutos en agitacion a
temperatura ambiente. El exceso de colorante se elimin6 con lavados sucesivos con acido
acetico al 1%. La imagen de la membrana tefiida con rojo Ponceau S, que posteriormente
se utilizaria para cuantificar la carga de proteina en las bandas, se digitalizé en el sistema
de documentacion de geles ChemiDoc Touch Imaging System de Bio-Rad.
Seguidamente se procedié al bloqueo de la membrana mediante dos lavados de 30
minutos en agitacion y a temperatura ambiente con TTBSL (Tris-HCI 50 mM pH 7,6,
NaCl al 0,85%, Tween 20 al 0,05% y leche en polvo desnatada al 5%).

3.3.4 Inmunotincion y revelado

Una vez que se complet6 el bloqueo de la membrana, se procedié a incubarla con el
anticuerpo primario frente a la proteina de interés diluido en TTBSL. Esta incubacion se
prolongd toda la noche (aproximadamente 12 horas) en agitacién a 4 °C.

Posteriormente se procedié a la retirada del anticuerpo primario, y se sometio a la
membrana a 3 lavados de 5 minutos cada uno en agitacion y a temperatura ambiente con
TTBS (Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, NaCl al 0,85%, y Tween-20 al 0,05%), para retirar el
anticuerpo primario no unido. Tras los lavados, la membrana se incubé con el anticuerpo
secundario adecuado para detectar el primario, acoplado con la enzima peroxidasa y
diluido en TTBSL segun correspondiera. La incubacion con el anticuerpo secundario se
Ilevo a cabo a temperatura ambiente durante 1 hora en agitacion. A continuacion, se retird
dicho anticuerpo, volviéndose a realizar 3 lavados de 5 minutos cada uno en agitacion a
temperatura ambiente con TTBS, seguidos de un lavado adicional con TBS (Tris-HCI 50
mM, pH 7,6 y NaCl al 0,85%) a temperatura ambiente durante10 minutos y en agitacion,
para eliminar los restos de detergente del tampon TTBS antes de proceder al revelado

mediante reaccion quimioluminiscente, como se describe a continuacion.
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En la tabla 3 se muestran los anticuerpos utilizados, la concentracion de uso y su

referencia comercial.

] _ o . Anticuerpo o .
Anticuerpo 12" Dilucién Referencia pario Dilucién Referencia
CYB5R3 1:50000 10894-1-AP  Antilg-G de 1:5000 Sigma A-9169

conejo
Anti-Cit ¢ 1:5000 Ph 65981-A A““r;fgr? de 1:2000 Sigma A-9044

) Anti 1g-G de )
Anti-BCL-2 1:500 SC-492 ) 1:2000 Sigma A-9169

conejo

] Anti 1g-G de ]

Anti-AlF 1:1000 SC-9416 1:5000 Sigma A-5420
cabra

) Cell signaling Anti 1g-G de )
Anti-Caspasa 3 1:1000 ) 1:2500 Sigma A-9169

#9662S conejo

. Cell signaling Anti 1g-G de )

Anti-Caspasa 9 1:1000 ) 1:2500 Sigma A-9169
#9504 conejo

) Cell signaling Anti 1g-G de )

Anti-Caspasa 8 1:1000 ) 1:2000 Sigma A-9169
#4790 conejo

. Anti 1g-G de .

Anti-APAF-1 1:1000 SC-33870 1:5000 Sigma A-5420
cabra
Anti-BAX 1:1000 SC-7480 A““ra'l%'r? d  1.5000 Sigma A-9044

) Anti 1g-G de ]

Anti-XIAP 1:1000 SC-8789 1:2000 Sigma A-5420
cabra

) Anti 1g-G de )

Anti-BID 1:1000 SC-11423 ) 1:2000 Sigma A-9169
conejo

. Anti 1g-G de .

Anti- ENDOG 1:1000 SC-26923 1:10000 Sigma A-5420
cabra

. Anti 1g-G de .
Anti-BECLIN 1:1000 SC-10086 1:5000 Sigma A-5420

cabra

) Anti 1g-G de )
Anti-PINK1 1:1000 SC-33796 ) 1:5000 Sigma A-9169

conejo

) Cell signaling Anti Ig-G de )
Anti-PARKIN 1:100 ) 1:5000 Sigma A-9169

#2132 conejo

. Anti 1g-G de .

Anti-P62 1:3000 P0067 ] 1:5000 Sigma A-9169
conejo

. Anti 1g-G de .

Anti-LC3 AB 1:1000 4108 ) 1:5000 Sigma A-9169
conejo
Anti-Complejos Life ilo-
Pl 1:4000 A”t'r;?éf de 1:5000 Sigma A-9044

mitocondriales*

Technologies
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. o _ Anticuerpo . .
Anticuerpo 1"  Dilucion Referencia pario Dilucion Referencia
#458099
. Anti 1g-G de .
Anti-MFN-1 1:1000 SC-50330 ) 1:5000 Sigma A-9169
conejo
) Anti 1g-G de ]
Anti-MFN-2 1:500 SC-50331 ) 1:5000 Sigma A-9169
conejo
) Anti 1g-G de )
Anti-TFAM 1:1000 SC-2358 1:5000 Sigma A-5420
cabra
] Anti 1g-G de .
Anti-VDAC 1:1000 SC-98708 ) 1:5000 Sigma A-9169
conejo
) Anti 1g-G de .
Anti-FIS1 1:500 SC-98900 ) 1:5000 Sigma A-9169
conejo
) Anti 1g-G de ]
Anti-DRP-1 1:500 SC-32898 ) 1:5000 Sigma A-9169
conejo
) Anti 1g-G de )
Anti-NRF-1 1:2000 SC-33771 ) Sigma A-9169
conejo
] Cell signaling Anti 1g-G de ]
Anti-MFF 1:1000 ] 1:5000 Sigma A-9169
#84580 conejo
) Cell signaling Anti 1g-G de )
Anti-BIP 1:1000 ) 1:2000 Sigma A-9169
#3177 conejo
) Cell signaling Anti Ig-G de ]
Anti-IREa 1:1000 ) 1:2000 Sigma A-9169
#3294 conejo
) Anti 1g-G de )
Anti-FDPS 1:1000 ab153805 ) 1:5000 Sigma A-9169
conejo
. Anti 1g-G de .
Anti-COQ7 1:1000 15083-1-AP ] 1:5000 Sigma A-9169
conejo

Tabla 3. Lista de anticuerpos primarios y secundarios usados en este estudio. Se muestra la
concentracion a la que se ha usado cada anticuerpo y la referencia comercial. * Esta mezcla de
anticuerpos detecta la subunidad NDUFB8 del complejo | (subunidad B8 de Ia
NADH:ubiquinona oxidorreductasa), la subunidad SDHB del complejo Il (subunidad B del
complejo succinato deshidrogenasa), la subunidad UQCRC2 del complejo 111 (subunidad 2 del
complejo citocromo b-cl), la subunidad MTCO1 del complejo IV (citocromo c oxidasa |
codificada mitocondrialmente) y la subunidad ATP5A del complejo V (subunidad o del complejo
V).

Para el revelado se empleo la solucion Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad), que
contiene el sustrato de la peroxidasa (a la que estan conjugados los anticuerpos
secundarios) mas un potenciador, que permiten que ocurra la reaccion
quimioluminiscente donde se haya unido el anticuerpo secundario. La membrana se

incubd con esta solucion a temperatura ambiente durante 5 minutos y en oscuridad e.
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Posteriormente, se procedio al revelado de la sefial quimioluminiscente en el sistema de
documentacién de geles ChemiDoc Touch Imaging System de Bio-Rad.
Tras el revelado las membranas se conservaron a -20 °C para posibles usos posteriores.

3.3.5 Cuantificacion de la sefnal

La cuantificacion de la sefial correspondiente a las bandas obtenidas en el revelado de la
inmunotincion se realizo con el software Image Lab™ (Bio-Rad), normalizando los
valores respecto a la cantidad de proteina cargada en cada pocillo, la cual fue calculada a
partir de la imagen de la membrana tefiida con el colorante rojo Ponceau S. Los resultados

se representan como densidad integrada en unidades arbitrarias (u.a.).

3.4 Determinacion de los niveles de Coenzima Q

3.4.1 Extraccion de lipidos

Para la extraccion de lipidos se partié de 60ul de homogenado total, que se solubilizd
afiadiendo 10 pl de SDS al 10%, seguido de 200 pl de etanol-isopropanol en proporcion
95:5. Se agit6 vigorosamente, se afiadieron 500 pl de hexano, se volvio a agitar y se
centrifug6 durante 5 minutos a 10.000g a 4°C. Tras la centrifugacion, se recogio la fase
superior de hexano, donde se encuentran los lipidos, y se repiti6 la adicién de hexano a la
fase inferior y la centrifugacion para optimizar el rendimiento. De nuevo se recogio la
fase de hexano, que se combin6é con la anterior y se evapor0 el solvente en un
concentrador de vacio o “speed-vac” Univapo 150H (Uniequip, Alemania). El residuo

lipidico seco se almacend a -80°C hasta su uso.

3.4.2 Medida de los niveles de Coenzima Q mediante HPLC

Las medidas de HPLC se llevaron a cabo con el equipo Beckman System Gold (Beckman
Coulter, EE. UU.) conectado a un detector electroquimico Coulochem Il (ESA,
Chelmsford, Massachussets, EE. UU.). La separacidon cromatogréafica se realizé en una
columna de fase reversa C18 (4.6 mm X 25 cm, Ultrasphere ODS, de 5 pm de tamafio de
particula), con una fase movil cuya composicion fue metanol-isopropanol-acetato de
amonio 1M pH 4,4 en proporcion 53:45:2, y con un flujo de 1ml/min. Los potenciales
fijados en los electrodos 1y 2 de la célula analitica (ESA, modelo 5010) fueron -500mV
y +300mV, respectivamente.

Los extractos lipidicos se resuspendieron en 30pul de metanol y se sometieron entonces a

un proceso de reduccion previo a la inyeccion mediante la adicion de 1ul de borohidruro
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sodico 50mM, generandose asi las hidroquinonas correspondientes. Este procedimiento
no sélo disminuye el tiempo de la cromatografia (el tiempo de retencion de las
hidroquinonas es sensiblemente menor que el de las quinonas), sino que aumenta
considerablemente la sensibilidad en la deteccion de los analitos en el electrodo 2
(oxidante) de la célula analitica. De acuerdo con esta metodologia, el tiempo de retencion
de las hidroquinonas generadas fue de 10-11 minutos para el Qg y de 13-14 minutos para
el Q1o, como se puede comprobar en el cromatograma que se muestra en la figura 14.
Todo el proceso se realizo a temperatura ambiente.

Para la cuantificacion de Qo y Qio, las unidades de area de los picos generados se
refirieron a un patrén de Q1o de concentracion conocida, inyectado antes y después de las
muestras. Por Gltimo, los datos se normalizaron respecto a la cantidad de proteina de cada

muestra para expresar el contenido cuantificado como pmoles de CoQ/ mg proteina.

Retention Time
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Figura 14. Cromatograma representativo de la deteccion electroquimica del CoQ en extractos
lipidicos de musculo esquelético. El primer pico observado corresponde a CoQg Y el segundo a
COQlo.

3.5 Microscopia electronica
3.5.1 Inclusion de las muestras de tejido
Tras sacrificar a los animales, el masculo de la pata trasera se lavo en PBS y se limpio de

grasa y tejido conjuntivo. Se tomaron muestras de gastrocnemio, que se trocearon en

bloques de Imm? y se fijaron durante al menos 12 horas a 4°C en una solucion que
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contenia 2% de paraformaldehido, 2,5% de glutaraldehido en tampdn cacodilato de sodio
0.1M pH 7.4. Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron tres veces durante 20
minutos cada vez, en tampdn cacodilato, y se postfijaron durante 1 hora a 4°C en una
solucion de tetroxido de osmio al 1% preparada en tampdn cacodilato. Seguidamente, las
muestras se volvieron a lavar tres veces en tampon cacodilato y se deshidrataron en una
serie de alcoholes de gradacion creciente (50° - 70° - 90° - 100°, este ultimo por triplicado)
durante 20 minutos en cada uno a 4°C. A continuacion, las muestras se incubaron con
oxido de propileno, que actia como vehiculo con el medio de inclusion, y se fueron
infiltrando a 4°C secuencialmente en resina Embed812 (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, Estados Unidos) en proporciones 0xido de propileno: resina 2:1, 1:1y 1:2.
Cada uno de los pasos tuvo una duracion de 8 horas. Finalmente, las muestras se
transfirieron a resina pura, donde se mantuvieron 24 horas mas, antes de realizar los

bloques.

Los bloques se realizaron orientando las muestras en el borde de los moldes de silicona y
empleando resina fresca. Una vez elaborados, se llevaron al horno a 65°C donde se

dejaron polimerizar durante 48 horas.

3.5.2 Tallado, corte y obtencion de imagenes

Durante el tallado, en primer lugar, se les retir6 a los blogues el exceso de resina con
ayuda de una cuchilla de metal y seguidamente, se realizo el tallado propiamente dicho
con una cuchilla de vidrio en el ultramicrotomo Ultracut Reicher (Leica, Wtezlar,

Alemania).

Una vez tallados los bloques, se procedié a la obtencion de cortes semifinos (0,5-1 um de
grosor), que se montaron sobre un portaobjetos para su tincion durante 20 segundos con
azul de toluidina (preparada al 1% en una solucion de borax al 1%). Estos cortes permitian
una primera visualizacion del material para seleccionar los blogues de interés. A
continuacidn, se realizaron los cortes finos (40-60 nm de grosor), que se montaron sobre

rejillas de niquel.

El contraste de las muestras se realiz0 a temperatura ambiente mediante tinciones
sucesivas de dos minutos en las soluciones metélicas de acetato de uranilo y citrato de
plomo (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EE. UU.). Por Gltimo, las muestras

se visualizaron y fotografiaron en el microscopio electrénico de transmision Jeol JEM
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1400 del Servicio Centralizado de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de

Cordoba, Espafia.

3.5.3 Anadlisis ultraestructural

Para el andlisis ultraestructural se tomaron micrografias a 20.000 aumentos, y en ellas se
analizaron mitocondrias y figuras de autofagia, con el software ImageJ (NIH; Bethesda,
MD, USA) obteniéndose pardmetros planimétricos y estereoldgicos como érea,

circularidad, numero de figuras por area (Na) y area fraccional (FA).

Debido al gran tamafio de las células musculares se tomaron como promedio 8
micrografias aleatorias por célula de forma que las medidas realizadas fueran
representativas de la célula completa. Para llevar a cabo las medidas propiamente dichas,
se delimité en primer lugar el espacio ocupado por célula, y seguidamente se fueron
marcando las distintas mitocondrias o figuras de autofagia, en caso de que las hubiera,
como se muestra en la figura 15. De esta forma se obtuvieron valores de area y
circularidad, y se procedio al calculo de Na y éarea fraccional, como se detalla a

continuacion.

namero de mitocondrias o figuras de autofagia

Na =
4 area de célula (um?)

Yy ¥ area mitocondrias o figuras de autofagia

area de célula (um?)
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Figura 15. Andlisis de ultraestructura mitocondrial en musculo esquelético con el software
ImageJ. La imagen ejemplifica como se delimitaron el area celular y el area de las distintas
mitocondrias en las micrografias analizadas. Imagen tomada a 20 000 aumentos.

Para los analisis estereologicos se empled el método de “Anélisis de puntos” de Weibel
[172], por el cual se superpone sobre la micrografia una plantilla de puntos, como se
muestra en la figura 16, y se lleva a cabo un recuento del nimero de puntos que caen
dentro de las figuras de interés (mitocondrias o figuras de autofagia, en nuestro caso) y
se refiere al nimero de puntos totales dentro de la célula, permitiendo calcular la densidad

de volumen (Vv), expresada en pm?® pm?, cuya formula se muestra a continuacion.

v numero de puntos ocupados por mitocondrias o figuras de autofagia
v =

namero de puntos ocupados por célula
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Figura 16. Andlisis estereol6gico mitocondrial en musculo esquelético con el software ImageJ.
La imagen muestra cdmo se superpuso la plantilla de puntos descrita sobre las distintas
micrografias analizadas para llevar a cabo el estudio estereoldgico. Imagen tomada a 20 000
aumentos.

3.6 Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados y su representacion grafica, se empleé el
software GraphPad Prism8 (Graphpad Software Inc, San Diego, CA, EE. UU.).

Todos los datos que se muestran en este documento son medias * el error estandar de la
media (SEM) de al menos 4 réplicas bioldgicas. La normalidad de los datos se verificd
utilizando los tests estadisticos de Kolmogorov-Smirnov, D" Agostino-Pearson y Shapiro-
Wilk.

Las medias se compararon mediante el test paramétrico t-student de dos colas cuando los
datos seguian una distribucion normal. En caso de que los datos no se ajustaran a una
distribucion normal, se aplicé el test no paramétrico de Mann-Whitney de dos colas. Los
efectos globales de la edad, la dieta o el genotipo se obtuvieron con el test ANOVA
bidireccional. Las diferencias significativas se expresaron de la siguiente manera: * (p
<0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.001) y **** (p <0.0001). Las diferencias que solo fueron
estadisticamente significativas cuando se aplicé un test con una sola cola se marcaron

como tendencia.
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Las diferencias en los tamafios mitocondriales entre los distintos grupos experimentales
se evaluaron mediante un analisis de distribucion de frecuencias. Para obtener las
distribuciones de frecuencias se pasaron los valores de area a nm? y a escala logaritmica,
tras lo que se realizé el analisis de frecuencias mostrando las frecuencias acumuladas.
Estas distribuciones de frecuencias se compararon mediante la prueba no paramétrica de

Kolmogorov-Smirnov.
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4 Capitulo 1: Influencia del componente graso de la dieta
sobre la adaptacion metabdlica en ratones transgénicos
CYB5R3

4.1 Resultados
4.1.1 Sobreexpresion de CYB5R3

Previamente a los distintos estudios llevados a cabo en nuestra investigacion quisimos
comprobar el grado de sobreexpresion CYB5R3 en el tejido muscular de los diferentes
grupos dietéticos experimentales. Como se puede observar en la figura 17A en todos los
casos se consiguid la sobreexpresion de la enzima de manera exitosa en los animales TG
independientemente de la dieta, lo cual hace del musculo esquelético un tejido idéneo
para estudiar los efectos directos de la sobreexpresion de CYB5R3. Respecto a los
animales TG, encontramos que el componente graso mayoritario de la dieta tuvo un
impacto significativo sobre los niveles de CYB5R3, de modo que los ratones TG
alimentados con la dieta de aceite de oliva fueron los que mostraron unos menores niveles
de CYB5R3 en musculo esquelético, en comparacién con los animales del mismo
genotipo alimentados con dietas basadas en manteca, aceite de soja o de pescado (Figura
17A). Debido a los bajos niveles de CYB5R3 encontrados en unos de los animales TG
alimentados con la dieta de aceite de olive (ver Figura 17A), se ha procedido a eliminar
los valores obtenidos para este animal en todos los marcadores analizados.

Por otro lado, dado que las condiciones para cuantificar los niveles de CYB5R3 en los
animales TG hacian que la proteina fuera practicamente indetectable en los animales WT,
se procedio a la sobreexposicion de la membrana para poder cuantificar los niveles del
polipéptido en estos dltimos. Los resultados obtenidos revelaron que los animales
alimentados con la dieta basada en manteca de cerdo tenian unos niveles de CYB5R3
significativamente mayores que los alimentados con las dietas de aceite de soja y aceite
de pescado (Figura 17B).

Cuando se midieron los niveles de la enzima en extractos mitocondriales, de nuevo se
observo claramente la sobreexpresion en los animales TG de todos los grupos
experimentales, sin observarse en este caso diferencias debidas a la dieta (Figura 17C).

Como ya se ha comentado, se sobreexpuso la membrana para poder cuantificar los niveles
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de CYB5R3 en los animales WT. En este caso, se observd que los animales WT
alimentados con la dieta de aceite de pescado tenian niveles significativamente mayores
de CYB5R3 que los animales alimentados con la dieta de aceite de soja (Figura 17D), lo
cual contrasta con lo encontrado para los extractos completos de tejido (ver Figura 17B).
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Figura 17. Niveles de expresién de CYB5R3 en musculo esquelético de las extremidades
traseras de ratones alimentados con dietas de diferente componente graso. Los niveles de
CYB5R3 estan medidos en homogenados totales (A y B), y fracciones enriquecidas en
mitocondrias (C y D). Las figuras 1B y 1D muestran las mismas transferencias de Western que
las que se muestran en las Figuras 1A y 1C, pero las imagenes se obtuvieron después de la
sobreexposicion en la reaccion de quimioluminiscencia para revelar la sefial de los ratones WT
mientras se satura la sefial de los ratones TG (visto como bandas rojas). Debajo de cada grafica
se muestran las transferencias de Western tefiidas con anticuerpos y con Ponceau S. Los datos
representados son la media £ SEM de 6 repeticiones. (u.a. = unidades arbitrarias).
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4.1.2 Niveles de complejos mitocondriales

Para profundizar en el estudio de la respuesta fisiologica mitocondrial en funcion de la
sobreexpresion de CYB5R3 y del componente graso de la dieta, se midieron los niveles
de los complejos mitocondriales en muestras de musculo esquelético procedentes de los
distintos grupos experimentales. En lo que respecta a los efectos de la sobreexpresion de
CYB5R3 (TG vs. WT) sobre los niveles de complejos mitocondriales, encontramos una
fuerte influencia del componente graso mayoritario de la dieta, de modo que no
observamos cambios en funcion del genotipo en el caso de los ratones alimentados con
dietas basadas en manteca o en aceite de oliva, siendo éstas las que contenian unos
mayores niveles de acidos grasos saturados y monoinsaturados (Tabla 2). Por el contrario,
se evidenciaron efectos muy marcados de la sobreexpresion de CYB5R3 sobre los niveles
de complejos mitocondriales cuando los animales se alimentaron con dietas muy ricas en
PUFA. En este caso, los principales efectos se encontraron con la dieta basada en aceite
de soja, donde la sobreexpresién de CYB5R3 produjo aumentos significativos en los
niveles de los complejos 1y Il, y una tendencia a incrementar el complejo 111, respecto a
los animales WT alimentados con la misma dieta (Figura 18A, 18B y 18C). Un
incremento similar fue también observado respecto a los niveles de VDAC, marcador de
abundancia mitocondrial (Figura 18F) [173]. Sin embargo, en el caso de la dieta basada
en aceite de pescado, la sobreexpresion de CYBS5R3 produjo una disminucién
significativa del complejo 11, efecto contrario al producido por el aceite de soja (Figura
18B), a pesar de que el marcador de abundancia mitocondrial (VDAC) se incrementd en
los ratones TG en comparacion con los WT de manera similar a lo observado con aceite
de soja (Figura 18F).

Cuando comparamos entre si los niveles de complejos mitocondriales de los distintos
grupos dietéticos de ratones TG encontramos también efectos muy interesantes del
componente graso de la dieta. En este sentido, los ratones TG alimentados con la dieta de
aceite de soja mostraron los mayores niveles de complejo I, encontrandose también un
aumento en los niveles de este complejo en el grupo de manteca respecto al de aceite de
pescado (Figura 18A). En el caso del complejo I, fueron también los animales TG
alimentados con la dieta de aceite de soja los que presentaron unos mayores niveles de
este marcador (Figura 2B) en comparacion con los demas grupos dietéticos. En lo que

respecta al complejo V también encontramos los mayores niveles en el grupo de aceite
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de soja, siendo las diferencias significativas respecto al grupo de manteca y de aceite de
pescado. Por el contrario, a pesar del aumento significativo del marcador de abundancia
mitocondrial indicado anteriormente (VDAC, ver Figura 18F), los menores niveles
complejos mitocondriales se encontraron de manera general en los ratones alimentados
con la dieta de aceite de pescado (ver Figuras 18A, 18B, 18C, 18D y 18E).

En lo que respecto a la influencia del componente graso mayoritario de la dieta sobre los
niveles de complejos mitocondriales en los animales WT, encontramos que la dieta de
aceite de pescado produjo un descenso en los niveles de complejo | respecto a la dieta de
aceite de oliva y una tendencia hacia la disminucion respecto a la dieta de aceite de soja
(Figura 18A), mientras que en los niveles de complejo Il se produjo un descenso
significativo respecto a la dieta de aceite de soja y una tendencia respecto a la dieta de
aceite de oliva (Figura 18B). También observamos una tendencia a disminuir los niveles
de complejo Il respecto a las dietas de manteca y aceite de oliva (Figura 18C), un
descenso significativo en los niveles de complejo IV respecto a todas las demaés dietas
(Figura 18D) y, por ultimo, una disminucion en los niveles de complejo V respecto a la
dieta de manteca, junto a una tendencia hacia la disminucion respecto a las dietas de aceite

de soja y oliva (Figura 18E).
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Figura 18. Niveles de los complejos de la ETC y VDAC cuantificado en musculo esquelético
de ratones alimentados con dieta de manteca de cerdo, aceite de oliva, aceite de soja y aceite de
pescado. Los paneles de A a E representan la cuantificacion de subunidades representativas de
los cinco complejos de la ETC, y el panel F muestra los niveles de VDAC. Las transferencias de
Western tefiidas con anticuerpo y Ponceau S correspondientes se muestran debajo de cada
gréfica. Los datos representados son la media £+ SEM de 6 repeticiones. (u.a. = unidades

arbitrarias).

Las alteraciones en los niveles de varios complejos mitocondriales por la dieta y/o el

genotipo que se muestran en la figura anterior podrian deberse a cambios en la abundancia

mitocondrial del tejido o modificaciones en la composicién intrinseca de las membranas

mitocondriales. Para distinguir entre estas dos posibilidades, calculamos los niveles de

complejos mitocondriales relativos a VDAC, como se muestran en Griinewald et al.

[173]. Los resultados obtenidos muestran que al dividir los complejos mitocondriales

entre VDAC se pierden los efectos causados por el genotipo en los animales sometidos a

la dieta de aceite de soja (Figura 19A, 19B, 19C, 19D y 19E), observandose solo un efecto

de la dieta de pescado disminuyendo los niveles de los distintos complejos,
independientemente del genotipo Figura 19A, 19B, 19C, 19D y 19E),
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Figura 19: Niveles de los complejos mitocondriales referidos a VDAC en animales sometidos
a dietas con diferente componente graso. Los datos representados son la media + SEM de 6
repeticiones. (u.a. = unidades arbitrarias).

4.1.3 Marcadores de dinamica mitocondrial

A continuacién, se procediéd al estudio de marcadores de dindmica mitocondrial.
Concretamente, se determinaron los niveles de las mitofusinas 1 y 2 como marcadores de

fusién, y de FIS1, MFF y DRP-1 como marcadores de fisiébn mitocondrial.

La sobreexpresién de CYB5R3 produjo un descenso en los niveles de MFN-1y MFN-2,
en los ratones alimentados con la dieta de aceite de soja, pero estos marcadores de fusién
no se modificaron por sobreexpresion de CYB5R3 cuando los animales se alimentaron

con dietas basadas en manteca, aceite de oliva o aceite de pescado (Figuras 20A y 20B).

Respecto al efecto del componente graso de la dieta sobre los marcadores de fusion en
los animales TG, solo se observd un descenso significativo en los niveles de MFN-1 en
los ratones alimentados con la dieta de aceite de pescado, respecto a los alimentados con
la dieta de aceite de oliva (Figura 20A). En el caso de MFN-2, se evidencié un descenso
de sus niveles en los animales TG alimentados con la dieta de aceite de soja respecto a
los alimentados con la dieta de manteca y de aceite de oliva (Figura 20B). Este mismo
patrén de cambios se observo en los animales alimentados con la dieta de aceite de

pescado, siendo los cambios menos acusados (Figura 20B). En el caso de los animales
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WT, se pudo observar que las dietas de aceite de soja y de oliva incrementaron los niveles
de MFN-1, respecto a los alimentados con la dieta de manteca, mientras que los
alimentados con la dieta de aceite de pescado experimentaron una disminucién en los
niveles de MFN-1 respecto a todas las demas dietas (Figura 20A). En los niveles de MFN-
2 no se observaron cambios debido al componente graso de la dieta en los animales WT
(Figura 20B).

Pasando a los marcadores de fision, no se encontraron cambios para FIS1 debido a la
sobreexpresion de CYB5R3 en ningun grupo dietético (Figura 20C). Comparando los
grupos de animales TG entre si, se observo un descenso en los niveles de FIS1 en los
animales alimentados con la dieta de aceite de oliva respecto a todas las demas dietas
(Figura 20C). Por su parte, la dieta de aceite de pescado indujo un incremento
significativo de los niveles de FIS1 respecto a las demas dietas en el caso del grupo de
animales TG (Figura 20C). Por otra parte, en el caso de los ratones WT, la dieta de aceite
de pescado aumento los niveles de FIS1 respecto a los animales alimentados con las dietas
de aceite de soja o0 aceite de oliva (Figura 20C).

Respecto a MFF, la sobreexpresion de CYB5R3 produjo un descenso significativo en los
animales alimentados con la dieta de aceite de oliva (Figura 20D), aunque no tuvo efecto
en el resto de los grupos dietéticos. La dieta, por su parte, también produjo algunas
alteraciones en los niveles de esta proteina. Comparando los grupos de animales TG entre
si, observamos que la dieta de aceite de soja aumento los niveles de MFF respecto a todas
las demas dietas, mientras que la dieta de aceite de pescado produjo un descenso respecto
a los animales alimentados con la dieta de manteca (Figura 20D). La dieta de aceite de
oliva aumento los niveles de MFF en los animales WT respecto a los alimentados con las
dietas de manteca y aceite de pescado (Figura 20D). Por ultimo, en lo que respecta a DRP-
1 la sobreexpresion produjo un aumento de este marcador de fision mitocondrial en los
animales alimentados con la dieta de manteca, teniendo asi estos animales mayores
niveles de DRP-1 que los ratones TG alimentados con cualquiera de las otras dietas
(Figura 20E). No se observé ningun efecto de la dieta sobre los niveles de DRP-1 en los
animales WT (Figura 20E).
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Figura 20. Niveles de expresion de proteinas relacionados con la dindmica mitocondrial en
animales alimentados con dietas de diferente componente graso. MFN-1 (A), MFN-2 (B), FIS1
(C), MFF (D) y DRP-1 en fracciones enriquecidas en mitocondrias (E). Cada grafica contiene
debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se
muestran como media £ SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

4.1.4 Marcadores de biogénesis mitocondrial

Como marcadores de biogénesis mitocondrial se determinaron los niveles de NRF-1,
TFAM y SIRT3. La sobreexpresién de CYB5R3 produjo un aumento significativo de los
niveles de NRF-1 en los ratones alimentados con la dieta de aceite de oliva, y una
tendencia hacia el incremento en los ratones alimentados con la dieta de manteca (Figura
21A). Centrandonos en el efecto del componente graso de la dieta, encontramos que el
consumo de la dieta basada en aceite de soja produjo un descenso en los niveles de NRF-
1 respecto a todas las demas dietas, tanto en los animales WT como en los TG (Figura
21A), mientras que en la dieta de aceite de pescado encontramos un aumento significativo
en los niveles de esta proteina respecto a las demas dietas en los animales WT (Figura

21A). En el caso de los animales TG, tanto la dieta de aceite de oliva como la de aceite
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de pescado produjeron un aumento significativo en los niveles de NRF-1 respecto a los
animales alimentados con las dietas de manteca y aceite de soja (Figura 21A).

En el caso de TFAM, la sobreexpresion de CYB5R3 produjo un descenso en los animales
alimentados con la dieta de aceite de oliva y un aumento en los alimentados con la dieta
de aceite de soja (Figura 21B). Respecto al efecto de la dieta en los animales TG se
observad un descenso en los niveles de TFAM en los alimentados con la dieta de aceite de
oliva respecto a los alimentados con las dietas de manteca y aceite de soja, mientras que
en los animales WT solo se observo una tendencia a incrementar los niveles de esta
proteina en los alimentados con la dieta de aceite de pescado, respecto a los alimentados
con la dieta de aceite de soja (Figura 21B).

Por ultimo, no se observaron cambios en los niveles de SIRT3 por sobreexpresion de la
enzima (Figura 21C). Respecto al efecto del componente graso de la dieta, encontramos
que los ratones TG alimentados con la dieta basada en manteca como componente graso
principal tuvieron mayores niveles de SIRT3 que los alimentados con dieta de aceite de
pescado. Por su parte, los ratones WT alimentados con la dieta de manteca también
mostraron unos niveles mayores de SIRT3, en este caso en comparacién con los

alimentados con cualquier otra dieta (Figura 21C).
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Figura 21. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con la biogénesis mitocondrial en
animales alimentados con dietas con diferente componente graso. NRF-1 (A), TFAM (B), y
SIRT3 (C). El panel D muestra las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con
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Ponceau S. Los datos se muestran como media = SEM de 4 6 6 réplicas. (u.a. = unidades
arbitrarias).

4.1.5 Alteraciones de la morfologia y abundancia mitocondrial por la

sobreexpresion de CYB5R3 y por el componente graso de la dieta

A la vista de los cambios encontrados en los marcadores de dindmica y biogénesis
mitocondrial quisimos profundizar en el estudio de la influencia que el componente graso
de la dieta ejerce sobre el sistema mitocondrial de las fibras musculares esqueléticas,
Ilevando a cabo un analisis de ultraestructura y abundancia mitocondrial por microscopia
electronica. Dado el gran nimero de grupos experimentales, y teniendo en cuanta la
laboriosidad que implica este tipo de analisis, decidimos enfocar nuestras investigaciones
ultraestructurales sobre los grupos dietéticos de manteca, aceite de soja y aceite de
pescado, como aquéllos en los que encontramos los cambios mas patentes, siendo ademas
representativos de dietas enriquecidas en grasa saturada + monoinsaturada (manteca),
PUFA n-6 (aceite de soja), y PUFA n-3 (aceite de pescado). El anélisis se desarrollé de
manera separada sobre FB y FR y, en todos los casos, las medidas se llevaron a cabo

sobre fibras cortadas longitudinalmente.
4.1.5.1 Analisis ultraestructural en FB

En el estudio llevado a cabo sobre cortes longitudinales de FB encontramos que la
sobreexpresion de CYB5R3 no tuvo efecto sobre el area mitocondrial en ninguno de los
grupos dietéticos (Figura 22A). Sin embargo, los animales TG alimentados con la dieta
de manteca presentaron el area media mitocondrial menor respecto a las otras dietas
(Figura 22A). En cambio, la sobreexpresion si tuvo efectos significativos sobre la
circularidad mitocondrial, causando un descenso de dicho pardmetro en los animales
alimentados con la dieta de aceite de soja y un aumento en los alimentados con aceite de
pescado (Figura 22B). En lo que respecta al efecto del componente graso de la dieta sobre
la circularidad mitocondrial, nuestros resultados han mostrado que en los animales TG la
dieta de aceite de soja produjo un descenso en la circularidad respecto a las demas dietas,
mientras que en el caso de los animales WT fue la dieta de aceite de pescado la que

disminuy0 dicho pardmetro de circularidad respecto a las otras dietas (Figura 22B).

En cuanto a los parametros estereoldgicos, se observd un patrén comdn de cambios en

todos los parametros estudiados: Na, Vv y Fa (Figura 22C, 22D y 22E). En este sentido,
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la sobreexpresion de CYB5R3 produjo un descenso en estos parametros en los animales
alimentados con la dieta de aceite de soja, mientras que observo un aumento en los
animales alimentados con la dieta de manteca, no encontrandose cambios en el grupo de
aceite de pescado (Figura 22C, 22D y 22E). En cuanto al efecto del componente graso de
la dieta, en el caso de los animales TG se observé que aquellos alimentados con la dieta
de manteca mostraron unos mayores valores de Na, mientras que los alimentados con la
dieta de aceite de pescado fueron los que dieron unos valores méas bajos (Figura 22C). Por
su parte, en animales WT se encontraron los menores niveles de estos parametros en los
alimentados con la dieta de manteca, mientras que los mayores niveles correspondieron
a los animales alimentados con la dieta de aceite de soja, tanto respecto a la dieta de
manteca como a la de aceite de pescado (Figura 22C, 22D y 22E). Por tanto, las dietas de
manteca y soja como fuente grasa aparecen como las mas sensibles a la sobreexpresion

de CYB5R3, respondiendo con cambios del patron de distribucion mitocondrial en FB.

En la figura 22F se muestran micrografias representativas de FB en corte longitudinal de

todos los grupos experimentales.
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Figura 22. Caracteristicas morfométricas de las mitocondrias de fibras blancas (FB) del
musculo gastrocnemio en ratones alimentados con dietas de diferente componente graso en
secciones longitudinales. Area mitocondrial (A), circularidad (B), densidad de perfil numérico
(Na) (C), densidad de volumen (Vv) (D) y area fraccional (Fa) (E). El panel F muestra
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micrografias de microscopia electronica representativas de cada grupo. Se han marcado con
flechas blancas algunas mitocondrias a modo de ejemplo. Los datos se muestran como media +
SEM de 4 animales.

4.1.5.2 Analisis ultraestructural en FR

Dado que este tipo de fibra muscular contiene dos poblaciones mitocondriales claramente
diferenciables, IMFM y SSM, llevamos a cabo un andlisis planimétrico de manera
separada para ambas subpoblaciones, mientras que el analisis estereoldgico se llevo a

cabo de manera conjunta, como una medida global de abundancia mitocondrial en la FR.

De manera general, se encontraron menos cambios en FR que los observados en FB. Asi,
no se observaron cambios estadisticamente significativos en los valores de area de SSM
ni IMFM por efecto de la dieta ni por el genotipo (Figura 23A 'y 23B). En lo que respecta
a la circularidad, en SSM la sobreexpresién de CYB5R3 produjo un aumento de este
pardmetro planimétrico en los animales alimentados con la dieta de aceite de pescado,
haciendo asi que estos mostraran unos valores de circularidad significativamente mayores
que los animales del mismo genotipo alimentados con las dietas de manteca o de aceite
de soja (Figura 23C). En las IMFM, la sobreexpresion de CYB5R3 produjo un aumento
de la circularidad en los animales alimentados con las dietas de manteca y aceite de
pescado, mientras que produjo un descenso en los alimentados con la dieta de aceite de
soja (Figura 23D). El efecto del componente graso de la dieta observado en este caso fue
un aumento en la circularidad de IMFM en los animales TG alimentados con la dieta de
pescado respecto a la dieta de aceite de soja, asi como una tendencia a aumentar respecto
a la dieta de manteca (Figura 23D). En el caso de los animales WT, se observé un aumento
de la circularidad en aquellos alimentados con la dieta de aceite de soja respecto a los
alimentados con la dieta de manteca, asi como una tendencia a aumentar respecto a los

alimentados con la dieta de aceite de pescado (Figura 23D).

Respecto a los parametros estereoldgicos de abundancia mitocondrial, la sobreexpresion
tendio a disminuir el valor de Na en los ratones de los grupos alimentados con dietas
basadas en la manteca o el aceite de soja (Figura 23E). En cuanto al efecto del componente
graso de la dieta, no se encontraron cambios en los animales TG (Figura 23E). Sin
embargo, los animales WT alimentados con la dieta basada en manteca mostraron una
abundancia mitocondrial (Na) significativamente mayor que los alimentados con la dieta

de aceite de pescado, y una tendencia a ser mayor que los alimentados con la dieta de
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aceite de soja (Figura 23E). En cuanto a los parametros estereologicos Vv y Fa, no se

observaron cambios debido al genotipo ni a la dieta (Figura 23F y 23G).

En la figura 23H se muestran micrografias representativas de FR en corte longitudinal de

todos los grupos experimentales.
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Figura 23. Caracteristicas morfométricas de las mitocondrias de las fibras rojas (FR) del
musculo gastrocnemio en ratones alimentados con dietas de diferente componente graso en
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secciones longitudinales. Area de mitocondrias subsarcolémicas (SSM) (A), area de
mitocondrias intermiofibrilares (IMFM) (B), circularidad de SSM (C), circularidad de IMFM
(D), densidad de perfil numérico (Na) (E), densidad de volumen (VW) (F) y area fraccional (Fa)
(G). En el panel H se muestran micrografias representativas de microscopia electrénica de cada
grupo. Las flechas blancas marcan SSM y las negras IMFM. Los datos se muestran como media
+ SEM de 4 animales.

4.1.6 Marcadores de autofagia y mitofagia

A continuacién, se llevo a cabo un estudio de la ruta de autofagia, determinando los
niveles de LC3AB 1y Il (asi como de la ratio entre las dos isoformas) y de P62, como
principales marcadores de macroautofagia, y de PINK1 y PARKIN, como principales
marcadores de la ruta selectiva de degradacién autofagica de las mitocondrias (mitofagia).
Los niveles de LC3AB 1y Il se vieron levemente afectados por la sobreexpresion de
CYB5R3 y/o por el componente graso de la dieta. No obstante, en el caso de LC3AB I se
observé un incremento en los animales TG alimentados con la dieta de aceite de pescado
respecto a sus correspondientes controles WT alimentados con la misma dieta (Figura
24A). No se encontraron diferencias significativas debidas al componente graso de la
dieta (Figura 24A). En el caso de LC3AB 1 solo se observé un aumento en los animales
WT alimentados con la dieta de aceite de oliva respecto a los alimentados con la dieta de
manteca (Figura 24B). Comunmente se calcula la ratio LC3AB 11/l (Figura 24C) como
indicadores del flujo autofagico, donde un descenso en la ratio indica un menor flujo
autofagico [136]. Los resultados obtenidos en la ratio LC3AB I1/1 que la sobreexpresion
de CYB5R3 produjo un aumento de la ratio en el masculo esquelético de los animales
alimentados con la dieta de manteca (Figura 24C). Respecto al efecto del componente
graso de la dieta en los animales WT, aquellas dietas basadas en aceite de oliva o0 en aceite
de pescado produjeron un incremento en la ratio LC3AB 11/1 tanto respecto a la dieta de
manteca como a la de aceite de soja (Figura 24C). En cuanto al efecto de la dieta en los
animales TG, la basada en aceite de soja produjo un descenso en la ratio respecto a todas
las demas dietas (Figura 24C). Por su lado, en lo que respecta a P62, solo se observé un
descenso en sus niveles en los ratones WT alimentados con la dieta basada en aceite de
pescado respecto a los animales del mismo genotipo alimentados con la dieta basada en
aceite de oliva (Figura 24D).

Por altimo, centrandonos en las proteinas relacionadas con la mitofagia, mientras que no
se observaron cambios, ni por dieta ni por genotipo, en lo que respecta a los niveles de
PINK1 (Figura 24E), si se encontraron cambios muy patentes en los niveles de PARKIN

(Figura 24F). En este sentido, encontramos que la sobreexpresion de CYB5R3 produjo
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un descenso significativo en los niveles de PARKIN de los ratones alimentados con la
dieta basada en aceite de soja, mientras que se produjo un incremento en los alimentados
con la dieta basada en aceite de pescado (Figura 24F). En lo que respecta al efecto del
componente graso de la dieta, en el caso de los animales TG, la dieta basada en aceite de
pescado produjo un aumento notable en los niveles de PARKIN respecto a todas las
demas dietas (Figura 24F). Por su parte, los animales WT alimentados con la dieta basada
en manteca mostraron unos niveles de PARKIN significativamente menores que los
encontrados para los restantes grupos dietéticos (Figura 24F). En este sentido, los
animales TG alimentados con la dieta basada en aceite de oliva también experimentaron
un descenso significativo en los niveles de PARKIN respecto a los de la dieta basada en

aceite de soja (Figura 24F).
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Figura 24. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con autofagia en musculo
esquelético de ratones alimentados con dietas con diferente componente graso. LC3 A/B | (A)
y LC3 AB 1l (B), la ratio LC3AB 1/ (C), P62 (D), PINK1 (E) y PARKIN (F). El panel G muestra
las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se muestran
como media = SEM de 6 animales.
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4.1.7 Estudio de la abundancia de figuras de autofagia por microscopia

electronica

El estudio de autofagia se completo6 con el andlisis ultraestructural de figuras de autofagia
por microscopia electrénica de transmision. De nuevo, los cambios encontrados en FB en
funcién de la dieta o la sobreexpresion de CYB5R3 fueron similares para todos los
pardmetros estereoldgicos calculados (Na, Fa y Vv) (Figura 25A, 25B y 25C). La
sobreexpresion de CYB5R3 causd una disminucion en la abundancia de figuras de
autofagia en los animales alimentados con las dietas de manteca y aceite de soja, que por
el contrario se encontraron aumentadas en los ratones TG alimentados con la dieta de
aceite de pescado (Figura 25A, 25B y 25C). Cuando comparamos entre si los distintos
grupos dietéticos encontramos que en el caso de los animales TG la dieta basada en aceite
de soja produjo un descenso en la abundancia de figuras de autofagia respecto a todas las
demas dietas (Figura 25A, 25B y 25C). Por su parte, en el caso de los animales WT la
dieta de manteca produjo un aumento en las figuras de autofagia respecto a las demas
dietas (Figura 25A, 25B y 25C).

El estudio realizado en FR revelo resultados muy similares para todos los parametros
analizados (Na, Vv y Fa). La sobrrexpresion de CYB5R3 tendia a aumentar la abundancia
de figuras de autofagia en los ratones alimentados con la dieta de aceite de pescado
(Figura 25D, 25E y 25F). En cuanto al efecto de la dieta en los animales TG, la dieta de
aceite de soja disminuia la abundancia de figuras de autofagia respecto a las demas dietas
estudiadas (Figura 25D, 25E y 25F). Por su parte, en los animales WT no se observo
efecto de la dieta (Figura 25D, 25E y 25F).
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Figura 25. Esterologia de las figuras de autofagia de FB y FR en musculo esquelético de
ratones alimentados con dietas con diferente componente graso. Densidad de perfil numérico
(Na) (A) y densidad de volumen (Vv) (B) y area fraccional (Fa) (C) en FB, y Na (D), Vv (E) y Fa
(F) en FR. Los datos se muestran como media + SEM de 4 animales.

4.1.8 Apoptosis

Por dltimo, también se llevd a cabo un estudio de la ruta de apoptosis, determinando
marcadores de las distintas vias por las que se puede desencadenar la muerte celular
programada.

Quisimos evaluar los niveles de procaspasa y caspasa-8 como marcadores de la ruta
extrinseca. En el caso de la procaspasa-8, sus niveles se vieron incrementados
significativamente por la sobreexpresion de CYB5R3 en los animales alimentados con la
dieta de aceite de soja respecto a los correspondientes controles WT alimentados con la
misma dieta (Figura 26A). Sin embargo, no encontramos efecto de la sobreexpresion de
CYB5R3 cuando los ratones fueron alimentados con las dietas basadas en manteca, aceite
de oliva, o aceite de pescado (Figura 26A). Continuando con el efecto de la grasa, los
ratones TG alimentados con la dieta de aceite de pescado mostraron niveles
significativamente mayores que los ratones del mismo genotipo alimentados con dietas
de manteca o de aceite de oliva (Figura 26A). EIl fuerte incremento en los niveles de
procaspasa-8 producido por sobreexpresion de CYB5R3 en el grupo de ratones
alimentados con la dieta de aceite de soja hizo que estos animales mostraran también unos

niveles de este marcador significativamente mayores a los encontrados con las dietas de
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manteca o de aceite de oliva para el mismo genotipo (Figura 26A). En el caso de los
ratones WT, aquellos alimentados con la dieta basada en aceite de pescado mostraron
unos niveles de procaspasa-8 significativamente mayores que los animales del mismo
genotipo pertenecientes a los demas grupos dietéticos (Figura 26A). No fue posible
detectar caspasa-8 activa (escindida) en ninguno de los grupos experimentales.

Como se ha indicado en la Introduccién, la caspasa-8 enlaza la via extrinseca con la
intrinseca a través del procesamiento proteolitico de BID (proteina proapoptética) [174].
El hecho de no poder detectar la caspasa-8 escindida en nuestras muestras de masculo
esquelético podria deberse tanto a la ausencia de esta forma procesada de la proteina,
como a una dificultad relativa a la técnica utilizada. Por tanto, para profundizar en
nuestras investigaciones sobre la influencia de la sobreexpresion de CYB5R3 y/o el
componente graso de la dieta sobre esta ruta de sefializacion apoptética, nos enfocamos
sobre el estudio de los niveles de BID y de su forma procesada por la caspasa-8 (BID
truncado). No se observaron cambios estadisticamente significativos en los niveles de
BID en mitocondria debidos al genotipo (Figura 26B). En el caso de los ratones TG, la
dieta de aceite de pescado tendi6 a disminuir los niveles de esta proteina respecto a los
animales alimentados con las dietas basadas en manteca o en aceite de soja, siendo este
descenso estadisticamente significativo respecto a los ratones del mismo genotipo
alimentados con la dieta de aceite de oliva (Figura 26B). Esta ultima dieta tendié a
disminuir los niveles de BID en los animales WT respecto a aquellos alimentados con la
dieta de manteca, mientras que los disminuy6 de manera significativa respecto a los
animales alimentados con la dieta de aceite de soja (Figura 26B). En lo que respecta a
BID truncado, la forma activa de BID, no se encontraron cambios debido a la
sobreexpresion de CYB5R3 (Figura 26C); solo se observo efecto de la dieta de aceite de
pescado, que produjo un descenso estadisticamente significativo en los ratones TG
respecto a los del mismo genotipo alimentados con las dietas de manteca o de aceite de
oliva, y tendio6 a disminuir los niveles de esta proteina en los ratones WT respecto a los

del mismo genotipo alimentados con la dieta de manteca (Figura 26C).
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Figura 26. Niveles de expresidn de proteinas relacionadas con la via extrinseca de apoptosis
por transferencias de Western en musculo esquelético de animales alimentados con dietas con
diferente componente graso. Procaspasa-8 (A), BID (B), y BID truncado en fracciones
enriquecidas en mitocondrias (C). Cada gréfica tiene debajo las transferencias de Western
tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se muestran como media = SEM de 6 réplicas.
(u.a. = unidades arbitrarias).

Dado que el desencadenamiento de la apoptosis va a depender del balance entre proteinas
proapoptoticas y antiapoptoticas [175], se determinaron también los niveles de BAX y
BCL-2 y se calculd la ratio entre ambas. En el caso de BAX, proteina proapoptética, solo
se observo que los animales TG alimentados con la dieta de aceite de soja tendian a tener
mayores niveles que los alimentados con la dieta de aceite de oliva, y significativamente
mayores que los alimentados con la dieta de aceite de pescado (Figura 27A). En el caso
de BCL-2, proteina antiapoptotica, la sobreexpresion de CYB5R3 incremento los niveles
de esta proteina en los animales alimentados con la dieta de manteca respecto a los WT
que habian consumido la misma dieta (Figura 27B).

En cuanto al efecto del componente graso de la dieta, no se encontraron cambios en los
animales TG, mientras que en los WT alimentados con la dieta de manteca se encontraron
niveles de BCL-2 significativamente menores que en los ratones alimentados con las
demas dietas objeto de estudio (Figura 27B). A pesar de los cambios indicados, la ratio
BCL-2/BAX no se vio alterada por el genotipo ni por el componente graso de la dieta en

ningun caso (Figura 27C).
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Figura 27. Niveles de expresion de proteinas desencadenantes de apoptosis en animales WT y
TG alimentados con dietas con diferente componente graso. BCL-2 (A), BAX en fracciones
enriquecidas en mitocondrias (B), y ratio BCL-2/BAX (C). Cada gréafica tiene debajo las
transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se muestran como
media = SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

El balance entre estas proteinas proapoptoticas y antiapoptoticas determinard el
desencadenamiento de la apoptosis por via intrinseca, que lleva a la permeabilizacion de
la membrana mitocondrial con la consiguiente liberacion de citocromo c y APAF-1[175].
El efecto de la sobreexpresion de CYB5R3 sobre los niveles de citocromo ¢ en citosol
solo se observo en el grupo de los animales alimentados con la dieta de aceite de pescado,
donde caus6 un aumento (Figura 28A). A pesar de dicho aumento, cuando fueron
alimentados con la dieta basada en aceite de pescado tanto los ratones TG como los WT
mostraron unos niveles mas bajos de citocromo ¢ en comparacion con las otras dietas,
mientras que los ratones TG alimentados con la dieta de manteca mostraron unos niveles
de citocromo c en citosol significativamente mayores que los alimentados con cualquiera
de las otras dietas (Figura 28A). Por su parte, los niveles de APAF-1 solo se vieron
afectados por la sobreexpresion de CYB5R3 en los animales alimentados con la dieta de
aceite de soja, donde los de genotipo TG mostraron un incremento significativo en los
niveles de esta proteina en comparacion con los WT (Figura 28B). Respecto al efecto de
la dieta, los animales TG alimentados con la dieta de aceite de oliva mostraron unos
niveles muy bajos de APAF-1 que fueron significativamente menores que los
determinados en los ratones del mismo genotipo alimentados con las dietas de aceite de
soja y de aceite de pescado (Figura 28B). En los ratones WT no se encontro ningun efecto
del componente graso de la dieta en los niveles de APAF-1 (Figura 28B).

Tras su liberacion al citosol, citocromo ¢ y APAF-1 forman el apoptosoma para activar a

la caspasa-9 [176]. La sobreexpresién de CYB5R3 produjo un descenso en los niveles de
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caspasa-9 en los animales alimentados con la dieta de aceite de oliva (Figura 28C). En lo
que respecta al efecto de la dieta, los ratones de genotipo TG alimentados con la dieta de
aceite de oliva experimentaron un descenso significativo en los niveles de caspasa-9
respecto a los demaés grupos experimentales (Figura 28C). Por su parte, en el caso de los
ratones WT fueron los animales alimentados con la dieta de manteca los que mostraron
unos niveles de caspasa-9 significativamente mayores que los alimentados con las demas
dietas (Figura 28C).
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Figura 28. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con la via intrinseca de apoptosis en
animales WT y TG alimentados con dietas con diferente componente graso. Citocromo ¢ en
fracciones citosolicas (A), APAF-1 (B) y Caspasa-9 en fracciones citosélicas (C). Cada gréafica
tiene debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se
muestran como media £ SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

Por ultimo, también resulta interesante tener en cuenta la ruta de apoptosis independiente
de caspasas, llevada a cabo por AlF, que también se libera de la mitocondria, y ENDOG.
Tras determinar los niveles de AIF en fracciones mitocondriales solo se observo un
aumento significativo en los animales WT alimentados con la dieta de aceite de pescado
respecto a los del mismo genotipo alimentados con la dieta de manteca (Figura 29A).
Cuando se permeabiliza la mitocondria se libera AIF al citosol, y de ahi al ndcleo, donde
promueve la fragmentacién de la cromatina [177], por lo que procedimos a determinar la
abundancia de AIF en estos compartimentos celulares. En lo que respecta al citosol,
encontramos de nuevo que los niveles de AIF no se alteraron debido a la sobreexpresién
de CYB5R3 (Figura 29B). Sin embargo, si se observo un importante efecto de la dieta
basada en aceite de pescado, produciendo un descenso en este marcador que fue patente
en los animales de ambos genotipos. En el caso de los ratones TG alimentados con esta
dieta encontramos que los menores niveles de AIF en citosol fueron estadisticamente

significativos en comparacion con resto de grupos dietéticos (Figura 29B), mientras que
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en el caso de los ratones WT las diferencias significativas solo se encontraron respecto a
los animales del mismo genotipo alimentados con las dietas basadas en aceite de soja o
en aceite de oliva (Figura 29B). La cuantificacion de AIF en el compartimento nuclear
reveld la ausencia de efectos en funcion del genotipo. Sin embargo, estas determinaciones
pusieron en evidencia un claro efecto de la dieta de manteca disminuyendo los niveles de
AIF en extractos nucleares tanto para los animales WT como para los TG respecto a
cualquiera de las demas dietas (Figura 29C). Por altimo, en lo que respecta a ENDOG en
extractos nucleares, el genotipo solo tuvo efecto en los animales alimentados con la dieta
de manteca, donde la sobrexpresion de CYB5R3 causé un incremento significativo en los
niveles de esta proteina (Figura 29D). La dieta, por su parte, mientras que no tuvo ningun
efecto en los niveles de ENDOG nuclear en los animales TG, si produjo un descenso
significativo de los niveles de esta proteina en los ratones WT alimentados con la dieta
basada en manteca respecto a todas las demas dietas. La dieta de aceite de pescado
también produjo un descenso significativo en los niveles de ENDOG en los ratones WT

respecto a los alimentados con la dieta de aceite de soja (Figura 29D).
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Figura 29. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis independiente de
caspasas musculo esquelético de ratones alimentados con dietas de diferente componente
graso. AlF en fracciones enriguecidas en mitocondria (A), AIF en fracciones citosolicas (B), AIF
en fracciones enriquecidas en nacleo (C) y ENDOG en fracciones enriquecidas en nicleo (D).
Cada gréfica tiene debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau

S. Los datos se muestran como media £ SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).
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4.2 Discusion

El envejecimiento se puede definir como el declive progresivo de la funcionalidad a lo
largo del tiempo, acompariado de menor fertilidad y mayor susceptibilidad a agresiones
[178]. Como se muestra en el Ultimo informe de Naciones Unidas

(https://population.un.org/wpp/), se estd produciendo a nivel mundial un rapido

crecimiento de la poblacion envejecida, lo que estd poniendo en auge el estudio de los
mecanismos del envejecimiento, asi como la busqueda de medidas para retrasarlo [179].
Dicha busqueda ha llevado al disefio de intervenciones antienvejecimiento como la RC,
que es la intervencion no genética mejor caracterizada capaz de prolongar la longevidad
y de retrasar la aparicion de enfermedades asociadas a la edad avanzada [180]. La
investigacién centrada en la RC ha permitido identificar rutas metabdlicas relevantes para
entender la pauta de envejecimiento lo cual, a su vez, ha llevado a la identificacion de
pequefias moléculas que tienen estas rutas como dianas, y que poseen un potencial
farmacoldgico como sustancias antienvejecimiento, conocidas como miméticos de la RC
[41]. Asimismo, esta investigacion ha llevado a la identificacion de enzimas que
mimeticen, al menos parcialmente, los efectos de la RC, entre las que destaca la CYB5R3
[55].

La RC lleva a cabo su accion, en gran medida, optimizando la funcion mitocondrial [181].
Asimismo, se ha encontrado también que la RC altera la composicion de las membranas
disminuyendo el contenido de PUFA n-3y el grado de insaturaciones. Debido a la mayor
susceptibilidad de los PUFA a la oxidacion [10, 11], estas alteraciones pueden llevar a
una menor susceptibilidad de las estructuras membranosas al dafio oxidativo, lo cual
podria constituir uno de los mecanismos por los que la RC produce sus efectos
beneficiosos sobre el metabolismo y la longevidad [182]. Estos cambios en la
composicion lipidica de las membranas tambiéen influyen en la actividad de proteinas de
membrana, asi como en la permeabilidad y fluidez de estas estructuras. Todo esto es
acorde con la Teoria de las membranas del envejecimiento, segun la cual la longevidad
se relaciona inversamente con el grado de insaturacion de las membranas, especialmente
con la cantidad de PUFA n-3 que, como se ha indicado anteriormente, son los mas
sensibles a la oxidacion. En concordancia con esto, los estudios comparativos de distintas
especies de mamiferos con distinta longevidad han mostrado que las especies mas

longevas son aquellas que tienen menor grado de insaturacion en sus membranas [10-13].
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Por otro lado, se conoce que distintos factores externos como la dieta pueden afectar al
envejecimiento de los tejidos [183], por lo que resulta interesante estudiar la influencia
que producen estos factores en distintas rutas relacionadas con el envejecimiento. Los
cambios en el componente graso de la dieta producen alteraciones en la composicion de
acidos grasos de la membrana mitocondrial [67, 68]. Estudios previos llevados a cabo en
nuestro grupo, en los que se ha analizado el efecto de la RC con diferente componente
graso de la dieta sobre marcadores mitocondriales y de autofagia [70], asi como de
apoptosis en musculo esquelético [69], han demostrado que una dieta que contiene
manteca como componente graso principal maximiza la extension de la longevidad por
RC [65], y potencia los efectos positivos de esta intervencion en higado y en musculo
esquelético [67]. En concreto, los animales sometidos a RC con la dieta de manteca
muestran una menor produccion de ROS y fuga de protones en las mitocondrias del
musculo esquelético [67, 68]. También se concluyd que en los animales sometidos a RC
con una dieta que contenia manteca como componente graso principal se preserva mejor
con la edad la estructura fibrilar del musculo, asi como la ultraestructura mitocondrial
[70]. Sin embargo, en lo que respecta a la sefializacion apoptética, fueron los animales
jévenes sometidos a RC con la dieta de pescado los que mostraron un efecto protector
frente a la apoptosis en musculo esquelético [69]. Sin embargo, cuando la intervencion se
Ilevaba a cabo en animales viejos, los animales sometidos a RC con dieta de aceite de
pescado mostraban un aumento en la actividad de caspasa-9 con la edad, que no se
observaba en los animales sometidos a RC con la dieta de manteca de cerdo [184].

Por su parte, se ha demostrado que la sobreexpresion de CYB5R3 en ratones TG
incrementa la longevidad, mejora la sensibilidad a insulina, disminuye el dafio oxidativo
y protege frente al cancer inducido [55]. Ademas, en ese mismo estudio se encontré que
en estos animales TG se produce un incremento de la expresion de genes relacionados
con la sintesis de &cidos grasos, asi como un aumento en los niveles de PUFA de cadena
larga [55], efecto relacionado posiblemente con la actividad desaturasa de CYB5R3 [45].
Sin embargo, no se conoce si las alteraciones en el perfil lipidico contribuyen al efecto
prolongevidad de la sobreexpresion de CYB5RS.

De acuerdo estos antecedentes, el objetivo de nuestro estudio consistié en elucidar el
papel desempefiado por las alteraciones de la composicién lipidica de las membranas en
las adaptaciones metabolicas responsables de la extension de la longevidad que se
producen en ratones que sobreexpresan CYB5R3, usando para ello un abordaje
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nutricional con dietas que varian en su componente graso principal. En concreto, nuestro
trabajo se ha centrado sobre el masculo esquelético, como el tejido responsable de una
mayor parte del gasto energético en reposo del organismo [158], siendo ademas un
modelo de tejido postmitdtico que es clave para entender el proceso de envejecimiento
debido a la acumulacion de dafio oxidativo que se produce en él a medida que se alcanza
una edad cada vez mas avanzada [185].

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que los niveles de CYB5R3 son
dependientes del componente graso mayoritario de la dieta, tanto en rifién, donde los
animales alimentados con la una dieta basada en manteca o en aceite de oliva mostraron
los mayores niveles de la enzima [186], como en higado, donde una dieta basada en aceite
de pescado produjo un descenso significativo en los niveles del polipéptido [168], lo cual
posiblemente representa una medida compensatoria relacionada con la actividad
desaturasa de la enzima. Sin embargo, no se observo efecto del componente graso la dieta
cuando se midieron los niveles de CYB5R3 en corazén, lo que podria ser indicar que el
efecto que la grasa produce sobre los niveles de CYB5R3 varia en funcion del caracter
mitético o postmitdtico del tejido objeto de andlisis [168]. En el caso del musculo
esquelético, nuestros datos han mostrado que los ratones WT alimentados con la dieta de
manteca mostraron los mayores niveles de CYB5R3, mientras que, en el caso de los TG,
fueron los ratones alimentados con la dieta de aceite de oliva los que tenian menores
niveles de la enzima. De acuerdo con esto podemos concluir que la influencia que el
componente graso de la dieta ejerce sobre los niveles de CYB5R3 es dependiente de
tejido, y no solamente de su caracter mitético o postmitético, como previamente se habia
sugerido [168], ya que esta influencia de la grasa sobre los niveles de CYB5R3 no tiene
el mismo efecto en musculo esquelético y corazén, a pesar de ser ambos tejidos
postmitdticos.

Nuestros resultados muestran que la dieta que contiene aceite de pescado como
componente graso principal produce un descenso en la fusion mitocondrial, asi como un
aumento en la fision, tanto en animales WT como TG. Sin embargo, nuestro estudio de
microscopia electronica no revelo cambios en el tamafio mitocondrial en los animales
alimentados con dicha dieta. Esto nos podria estar indicando que las mitocondrias mas
pequefias generadas a través de procesos de fision estan siendo eliminadas por autofagia,
como revela el incremento encontrado en la ratio LC3 1I/1, que es un parametro indicativo

del flujo autofagico [136]. Este incremento de autofagia por PUFA n-3 es consistente con
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lo encontrado en diversos estudios previos [187]. De igual modo, resulta esperable que,
con el fin de regenerar esta poblacién mitocondrial que esta siendo degradada, una dieta
rica en PUFA n-3 también produzca un incremento en los marcadores de biogénesis
mitocondrial, tal y como esté recogido en la bibliografia [188]. Este incremento en la
biogénesis mitocondrial por una dieta que contiene aceite de pescado como componente
graso principal también se observo en rifion [186], mientras que no se encontro en higado
ni en corazdn [168], lo cual apunta de nuevo a la importancia del modelo tisular objeto
de estudio. Centrandonos sobre el musculo esquelético, Rossignoli et al. han demostrado
que la suplementacion de la dieta con aceite de pescado produce un aumento de la
densidad mitocondrial, asi como del mRNA de PGCla en s6leo [189]. En nuestro caso,
hemos encontrado que una dieta basada en aceite de pescado produce un llamativo
incremento en los niveles del factor de transcripcion NRF-1 tanto en los animales WT
como en los TG, que podria deberse a un posible incremento en los niveles de PGCla.
Sin embargo, no hemos encontrado aumentos similares en los demas marcadores de
biogénesis medidos.

Respecto a la abundancia de marcadores de los complejos de la cadena de transporte de
electrones, mientras que en corazon y en rifion se observo un incremento de éstos con la
dieta de aceite de pescado [168, 186] y en higado no se observaron cambios [168], en
musculo esquelético hemos observado un descenso significativo en los niveles de dichos
complejos en los animales alimentados con la dieta de aceite de pescado. Resulta
complicado comparar estos resultados con lo recogido en la bibliografia ya que se
encuentran muchos resultados contradictorios debido a las diferencias en el tipo de
intervencion, dieta, edad, modelo de estudio, etc. Auon et al. mostraron un descenso en
la actividad de los complejos Il + 111, asi como en la del complejo IV en higado de ratas
alimentadas durante 6 semanas con dieta de aceite de pescado [190]. Kucharska et al.
demostraron en un modelo de artritis reumatoide que el tratamiento con PUFA n-3
producia una mejora de la respiracion y la generacion de ATP en mitocondrias musculares
[191], que podria deberse a modificaciones en la estructura de las membranas asi como a
la regulacion de genes metabolicos. Sin embargo, Lalia et al. demostraron que el
envejecimiento en humanos producia un descenso en la expresidn de genes relacionados
con la fosforilacién oxidativa y el ciclo de Krebs, siendo dicho descenso mayor cuando
esos pacientes eran suplementados con PUFA n-3 [192]. Resulta interesante tener en
cuenta que en ciertos estudios no se han encontrado beneficios de los PUFA n-3 sobre
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marcadores inflamatorios [192], a pesar de su ampliamente aceptado papel
antiinflamatorio [193-195]. Esto se justifica por el hecho de que estos casos en los que no
se encuentran beneficios tras la suplementacion con PUFA n-3 pudieran deberse a que se
trata de una cohorte de animales o pacientes saludables, en los que no hay un estado
proinflamatorio alto [192]. De acuerdo con esto, nuestros animales objeto de estudio
también se pueden considerar una cohorte saludable, lo que puede traer consigo que no
se lleguen a evidenciar ciertos beneficios del aceite de pescado en lo que respecta a los
complejos de la ETC. Por su parte, la sobreexpresion de CYB5R3 en los animales
alimentados con la dieta de aceite de soja produce un aumento en los complejos de la
ETC, lo que podria estar produciendo un aumento en la produccion de ATP, como ya se
ha demostrado ocurre en higado, donde los animales TG mostraron una mayor eficiencia
bioenergética sin mayor produccién de ROS [55]. En nuestro estudio también observamos
un incremento en los niveles de VDAC en mdsculo esquelético de los animales TG
sometidos a la dieta de aceite de soja, lo que hace que el dividir los niveles de los
complejos de la ETC entre los niveles de este marcador se pierda este efecto del genotipo.
Lo que estaria indicando que el incremento de los niveles de los complejos en los animales
TG alimentados con la dieta de soja podrian deberse a una mayor abundancia
mitocondrial en este grupo. Sin embargo, el estudio de microscopia electrénica no mostrd
cambios ni en el area ni en la abundancia mitocondrial en este grupo, si no que se observo
un descenso de la abundancia mitocondrial. Todo esto no lleva a que el incremento en los
niveles de los complejos de la ETC asi como de VDAC en los animales TG alimentados
con la dieta de soja se deba posiblemente a cambios en la composicion de las membranas
mitocondriales, afectando tanto a la OMM como a la IMM.

La autofagia también se ha propuesto como un mecanismo esencial en la regulacion del
metabolismo mitocondrial [196]. Ademas, se ha comprobado la existencia de una
inhibicién de la autofagia en musculo esquelético con la edad y con el aumento de la
inflamacion [99], por lo que resulta interesante estudiar si distintos acidos grasos con
acciones pro- o antiinflamatorias tienen efecto sobre la autofagia del musculo esquelético
cuando se ingieren con la dieta. Sadeghi et al. llevaron a cabo un estudio con células
musculares C2C12 a las que trataron con palmitato para simular la lipotoxicidad que se
produce con la obesidad. Su estudio demostré un aumento en la proteina LC3B I,
asociado con un mayor numero de autofagosomas, asi como un aumento en los niveles

de P62, que indicaria un descenso del flujo autofagico tras el tratamiento con palmitato
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[197]. Nuestro estudio muestra unos resultados similares en los animales alimentados con
la dieta de manteca ya que, mientras que la microscopia electrénica nos muestra un mayor
namero de figuras de autofagia, observamos un descenso en las ratios de las isoformas de
LC3, lo que es indicativo de un menor flujo autofagico que haria que los autofagosomas
se acumulen, condiciones en las que, por tanto, se pueden observar mas figuras de
autofagia en el estudio de microscopia electronica. Resulta muy interesante que la
sobreexpresion de CYB5R3 parece paliar el efecto de la dieta rica en SFA a nivel de la
ratio LC3. Sin embargo, nuestro estudio de microscopia electronica revela que este efecto
solo se produce en fibra blanca, donde tiene lugar un descenso en el nimero de figuras de
autofagia encontradas. Las diferencias entre los resultados de proteinas y de la
microscopia electronica pueden estar debidos también al hecho de que los distintos
marcadores proteicos se han determinado en un homogeneizado total obtenido del
musculo de la pata trasera, mientras que nuestro estudio ultraestructural se ha llevado a
cabo sobre gastrocnemio. De acuerdo con esta posibilidad, se ha demostrado que la
autofagia se ve alterada por la dieta de forma diferente en los distintos tipos de muasculo
[196]. El bloqueo de la autofagia por SFA también se ha encontrado en células B
pancreaticas [198] y células mononucleares de sangre periférica [199]. Por otro lado, se
ha comprobado en higado y en hepatocitos de corvina que la suplementacion con PUFA
n-6, como los presentes en la dieta basada en aceite de soja usada en nuestra intervencion
nutricional, induce la autofagia en comparacion con la suplementacién con PUFA n-3
[200]. Nuestros resultados obtenidos en musculo esquelético de raton indicarian lo
contrario ya que, como hemos indicado anteriormente observamos un incremento en los
marcadores indicativos de un mayor flujo autofagico en aquellos animales alimentados
con la dieta de aceite de pescado. Sin embargo, la gran cantidad de diferencias entre
ambos estudios (a nivel de especie modelo, 6rgano o dieta) dificulta su comparacion.

Por dltimo, también resulta interesante prestar atencion a la ruta de apoptosis, por su
importante papel en el desarrollo de la sarcopenia relacionada con el envejecimiento y la
obesidad [175]. Existen muchas evidencias de que los SFA inducen apoptosis en distintos
tipos celulares como células p pancreaticas [201], cardiomiocitos [202], hepatocitos [203]
y células musculares [57, 204]. Profundizando en el estudio de las células musculares,
Saini et al. demostraron que el palmitato induce apoptosis de forma dependiente de
caspasas, Yy que este efecto se puede paliar, al menor parcialmente, por la administracion

de EPA [205]. En sintonia con el estudio anterior, Tachtsis et al. también demostraron un
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incremento de la apoptosis en células C2C12 al tratarlas con palmitato, y dicho
incremento se evitaba al tratar con PUFA n-3 como DHA, EPA y DPA [137]. Estos
hallazgos estarian en concordancia con nuestros resultados, donde encontramos que en
aquellos animales alimentados con la dieta de manteca de cerdo se observa un descenso
en los niveles de la proteina antiapoptotica BCL-2, y en los niveles de procaspasa-8,
pudiendo estar relacionada esta ultima observacion con un mayor procesamiento hacia la
forma activa de esta proteina, que, no obstante, no fue posible detectar mediante western
blot. En este sentido, bajo estas mismas condiciones hemos encontrado también un
aumento en los niveles de citocromo ¢ en citosol, asi como de caspasa-9 activa, lo que
podria estar indicando un aumento de la apoptosis dependiente de caspasas por el
consumo de la dieta de manteca. Nuestros resultados también parecen indicar que los
animales sometidos a esta dieta muestran una menor progresion de la sefializacion
apoptotica a través de la ruta independiente de caspasas, lo cual se evidencia a partir del
descenso observado en los niveles de AlIF y ENDOG en extractos nucleares. Por su parte,
la sobreexpresion de CYB5R3 parece paliar induccion de la apoptosis causada por la dieta
de manteca, ya que en los animales TG alimentados con esta dieta se aumentan los niveles
de BCL-2 y no se observa incremento en los niveles de caspasa-9 respecto a los animales
del mismo genotipo alimentados con las demas dietas de estudio.

Por otro lado, junto con Saini et al., diversos estudios han demostrado que los PUFA n-3
ejercen un efecto protector frente a la apoptosis muscular [58, 137]. De nuevo, estos datos
concuerdan con los resultados obtenidos en nuestro estudio, donde hemos constatado que
los animales alimentados con la dieta de aceite de pescado tienen unos niveles
aumentados de procaspasa-8 en musculo esquelético, lo cual (a la inversa de lo que ocurre
con la dieta basada en manteca) podria ser indicativo de una acumulacion de la forma no
fragmentada por un menor procesamiento hacia su forma activa, asi como una menor
liberacion de citocromo ¢ y AIF hacia el citosol. A su vez, esto respaldaria los menores
niveles de caspasa-9 activa encontrados en este grupo dietético. Hemos demostrado
previamente en nuestro grupo de investigacion que la combinacion de RC con una dieta
basada en aceite de pescado produce un efecto protector frente a la apoptosis en musculo
esquelético de ratones adultos [69]. Sin embargo, la combinacidn de una dieta de aceite
de pescado (en condiciones de ingesta ad libitum) con la sobreexpresion de CYB5R3 no
parece traer beneficios adicionales a los ya producidos por la dieta. Por otro lado, también
se ha propuesto que los MUFA tienen un efecto protector frente a la apoptosis inducida
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por SFA en células musculares C2C12, produciendo un incremento en la oxidacion de
FA [58]. En nuestro estudio, los animales alimentados con la dieta de aceite de oliva
mostraron un incremento en la proteina antiapoptética BCL-2 y un descenso en los niveles
de caspasa-9 activa en citosol, que podrian estar reflejando el efecto protector mostrado
por Henique et al. [58]. No obstante, seria interesante en el futuro profundizar en el
estudio de la B-oxidacion en estos animales.

En resumen, la dieta de aceite de pescado produce una mejora en el flujo autofagico en el
musculo esquelético de los ratones jovenes, asi como un aumento de la biogénesis
mitocondrial y un efecto protector frente a la muerte celular programada, sin observarse
beneficios adicionales al combinar esta dieta con la sobreexpresion de CYB5R3. Sin
embargo, la dieta de manteca parece producir un bloqueo de la autofagia, que en el caso
de FB se ve paliado por la sobreexpresion de CYB5R3; y un aumento de la apoptosis
dependiente de caspasas, que también parece estar mitigado en los animales TG. En lo
que respecta a la bioenergética, la sobreexpresion de CYB5R3 produce un incremento de
los complejos de la ETC que podria relacionarse con una mayor produccion de ATP,
como Yya se ha descrito en la bibliografia para otros tejidos [55]. Este efecto parece ser
dependiente de la grasa, de modo de s6lo se observa en los animales alimentados con la

dieta en la que el componente graso principal es el aceite de soja.
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5 Capitulo 2: Efecto de la sobreexpresion de CYB5R3 vy la
RC en animales jovenes

5.1 Resultados
5.1.1 Sobreexpresion de CYB5R3

En primer lugar, estudiamos los niveles de polipéptido CYB5R3 en extractos obtenidos
del musculo esquelético de las extremidades traseras de ratones WT y TG alimentados
con las dos dietas experimentales (ad libitum y RC). La sobreexpresion del gen CYB5R3
condujo a un aumento dréastico en los niveles del polipéptido CYB5RS3 en tejido muscular
independientemente de la ingesta de calorias, y dicha sobreexpresién no se vio afectada
por la RC (Figura 30A). Para poder cuantificar los niveles de CYB5R3 en los animales
WT fue necesario llevar a la saturacion de la sefial proporcionada por los animales TG.
En este caso encontramos que la RC produjo un incremento en los niveles de CYB5R3

en los animales WT (Figura 30B).

Debido a la amplia distribucion de CYB5R3 en las distintas membranas celulares,
también se determinaron los niveles de esta enzima en fracciones mitocondriales,
membranas extramitocondriales, y en citosol. Tanto en fracciones mitocondriales como
en membranas extramitocondriales se seguia observando claramente la sobreexpresion de
CYB5R3 en los ratones TG. Sin embargo, a diferencia de lo encontrado en los extractos
totales, se observo un descenso en los niveles de CYB5R3 en los animales TG sometidos
a RC respecto a los alimentados ad libitum (Figura 30C y 30E). De nuevo, en ambas
fracciones, sobreexpusimos la membrana para poder cuantificar el polipéptido en los
animales WT y determinar asi el efecto que producia la RC sobre los niveles de CYB5R3
en estos animales. En ambas fracciones se observo que la RC no producia cambios en los
niveles de CYB5R3 en los animales WT (Figura 30D y 30F). Como era de esperar, no se
observo sefial de CYB5R3 en extractos citosolicos para ningln grupo experimental
(Figura 30G).
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Figura 30. Niveles de expresion de CYB5R3 en musculo esquelético de ratones WT y TG
alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC. Se muestran los niveles de CYB5R3 en
homogeneizados totales (A Y B), fracciones enriquecidas en mitocondrias (C y D), membranas
ligeras (E y F) y citosol (G). Los datos representados son la media + SEM de 4 0 6 repeticiones.
(u.a. = unidades arbitrarias).
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5.1.2 Niveles de complejos mitocondriales de la cadena de transporte de
electrones (ETC)

Para estudiar mas a fondo el impacto que la sobreexpresion de CYB5R3 y/o la RC ejercen
sobre las mitocondrias, medimos en extractos totales los niveles de VDAC (porina), una
proteina de la membrana externa que se considera como un marcador bioguimico de la
abundancia mitocondrial [173], asi como los niveles de varias subunidades marcadoras
de los complejos de la cadena de transporte de electrones (ETC) en la IMM.

La RC incremento fuertemente los niveles de VDAC en musculo esquelético de ratones
WT (AL-WT vs. RC-WT) (Figura 31F). Es de destacar que el efecto de la RC se redujo
en los ratones que sobreexpresan CYB5R3, de modo que los niveles de VDAC en los
ratones TG alimentados bajo condiciones RC no solo fueron mucho més bajos que los de
los ratones WT alimentados con la misma dieta (WT-RC vs. TG-RC), sino que tienden a
ser menores que los de los ratones TG alimentados ad libitum (AL-TG vs. RC-TG)
(Figura 31F).

En el caso de los complejos mitocondriales, evidenciamos un efecto global de la RC
independiente del genotipo para aumentar la abundancia de subunidades marcadoras de
los complejos | (Figura 31A) y IV (Figura 31D). Por otro lado, los complejos 11y 111
compartieron otro patrén de cambios en funcion de la dieta y/o genotipo; es decir, la
abundancia de estos complejos fue aumentada en los ratones WT alimentados con una
dieta en RC (AL-WT vs. RC-WT), y en ratones TG alimentados ad libitum en
comparacion con sus controles WT alimentados con la misma dieta (AL-WT vs. AL-TG)
(Figura 31B y 31C). Sin embargo, no se encontraron diferencias al comparar los dos
grupos dietéticos de ratones TG, asi como tampoco se encontraron diferencias
significativas debidas a la RC en los complejos Il y 111 en estos ratones (Figura 31B y
31C). Finalmente, el patrén de cambios del complejo V con la dieta y/o el genotipo fue
similar al exhibido por VDAC (Figura 31F); es decir, la RC produjo un aumento
significativo en los ratones WT (AL-WT vs. RC-WT), pero este aumento fue disminuido
por la sobreexpresion de CYB5R3 (RC-WT vs. RC-TG) (Figura 31E). La abundancia del
complejo V fue, por tanto, significativamente menor en los ratones TG alimentados bajo
condiciones de RC en comparacion con los ratones WT alimentados con misma dieta, y
no se produjo ningin cambio en funcion del genotipo observado en ratones alimentados
ad libitum (Figura 31E).
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Figura 31. Niveles de los complejos de la ETC y VDAC cuantificado en musculo esquelético
de ratones alimentados ad libitum y bajo condiciones de RC. Los paneles de A a E representan
la cuantificacion de subunidades representativas de los cinco complejos de la ETC, y el panel F
muestra los niveles de VDAC. Las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y Ponceau
S correspondientes se muestran debajo de cada gréafica. En todos los gréficos, los asteriscos sin
letra se refieren a diferencias estadisticamente significativas debidas al genotipo. Los datos
representados son la media = SEM de 6 repeticiones. (u.a. = unidades arbitrarias).

Las alteraciones en los niveles de varios complejos mitocondriales por la dieta y/o el
genotipo que documentamos aqui podrian explicarse por cambios en la abundancia
mitocondrial del tejido en los diferentes grupos experimentales y/o por modificaciones en
la composicién intrinseca de las membranas mitocondriales. Para distinguir entre estas
dos posibilidades, calculamos los niveles de complejos mitocondriales relativos a VDAC,
como habia publicado Griinewald et al. [173], y los resultados se muestran a continuacion
(Figura 32). Los resultados mostraron un patrén de cambios constante cuando la
abundancia de cada complejo mitocondrial fue referida a VDAC. Nuestros resultados
muestran que para la mayoria de los complejos la sobreexpresion de CYB5R3 no causé
cambios en los ratones alimentados ad libitum (Figura 32A, 32C, 32D y 32E), con la
excepcion de complejo Il (Figura 32B). Al combinar la intervencion de RC con la

92



Capitulo 2: Efecto de la sobreexpresion de CYB5R3 y la RC en
animales jovenes

sobreexpresion de CYB5R3, se incremento la abundancia de los complejos I, 11, IVy V
referidos a VDAC (Figura 32A, 32B, 32D y 32E), en comparacion con los WT sometidos
a la misma dieta. Estas diferencias fueron también estadisticamente significativas
respecto a los animales TG alimentados ad libitum en el caso de los complejos I, IVy V
(Figura 32A, 32D y 32E).
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Figura 32. Niveles de los complejos mitocondriales relativos a VDAC en musculo esqueléticos
de animales alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC. Los datos representados son la
media £ SEM de 6 repeticiones. (u.a. = unidades arbitrarias).

5.1.3 Estudio de los marcadores de dinamica mitocondrial

Dada la importancia del balance entre fusion y fisiébn mitocondrial para mantener una
poblacién mitocondrial saludable, procedimos a investigar el impacto que la RC y/o la
sobreexpresion del gen CYB5R3 imponen sobre la dindmica mitocondrial, mediante el
estudio de los niveles de proteinas clave relacionados con los fenémenos de fusion y

fisién mitocondrial.

La RC produjo un aumento significativo de los niveles de MFN-1 en los ratones de ambos
genotipos, sin encontrar ningun cambio que fuera atribuible a la sobreexpresion de
CYB5R3 (Figura 33A), mientras que los niveles de MFN-2 (Figura 33B), FIS1 (Figura
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33C), MFF (Figura 33D) y DRP-1, este ultimo medido en fracciones mitocondriales
(Figura 33E), no se vieron afectados por la RC o por la sobreexpresion de CYB5R3.

En lo que respecta a los niveles de VDAC en fracciones mitocondriales, se observo un
aumento como consecuencia de la sobreexpresion de CYB5R3 en los ratones alimentados
ad libitum (AL-WT vs. AL-TG). La RC también produjo un aumento en los niveles
mitocondriales de VDAC en los animales WT; sin embargo, se observé un descenso en
los animales TG, tanto respecto a los WT alimentados con la misma dieta (RC-WT vs.
RC-TG) como a los del mismo genotipo alimentados ad libitum (AL-TG vs. RC-TG)
(Figura 33F).

Ya que la proteina DRP-1 se transloca desde el citosol a la mitocondria para llevar a cabo
la fision [94], quisimos calcular la ratio DRP-1/VDAC como una estimacion de la
cantidad de DRP-1 asociado al organulo. Los cambios relativos de los distintos
marcadores nos llevaron a constatar una bajada de dicha ratio como consecuencia de la
RC en animales WT, y un drastico aumento en los TG bajo la misma intervencion tanto
respecto a los animales del mismo genotipo alimentados ad libitum (AL-TG vs. RC-TG)
como a los controles WT alimentados con la misma dieta (RC-WT vs. RC-TG) (Figura
33G).
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Figura 33. Niveles de expresion de proteinas relacionados con la dindmica mitocondrial en
musculo esquelético de animales WT y TG alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC.
MFN-1 (A), MFN-2 (B), FIS1 (C), MFF (D), DRP-1 en fracciones enriquecidas en mitocondrias
(E), VDAC en fracciones enriquecidas en mitocondrias (F) y la relacion DRP-1/VDAC (G). Las
transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S se muestran en el panel H.

AL-WT AL-TG RC-WT RC-TG

Los datos se muestran como media + SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

5.1.4 Marcadores de biogénesis mitocondrial y Coenzima Q

Continuamos con el estudio de marcadores de biogénesis mitocondrial, entre los que

determinamos TFAM, NRF-1, y SIRT3, por su relacion con la biogénesis mitocondrial.
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En cuanto a los niveles de TFAM se encontro un efecto global de la sobreexpresion de
CYB5R3 a incrementar dichos niveles independientemente de la dieta (Figura 34B),
mientras que NRF-1 fue sustancialmente aumentado por la RC en ratones WT (AL-WT
vs. RC-WT), y mostrd una tendencia a incrementarse en los ratones TG bajo la misma
dieta (AL-TG vs. RC-TG) (Figura 34A).

Por ultimo, los niveles de SIRT3 mostraron una tendencia a incrementarse por la
sobreexpresion de la enzima en animales alimentados ad libitum (AL-WT vs. AL-TG).
Por su lado, la RC también tendié a aumentar los niveles de SIRT3 en los ratones WT
(AL-WT vs. RC-WT); sin embargo, este afecto se vio anulado por la sobreexpresion de
CYB5R3 (RC-WT vs. RC-TG). La combinacién de la sobreexpresion de la enzimay la
RC produjo también un descenso significativo de SIRT3 en comparacion con los animales
alimentados ad libitum (AL-TG vs. RC-TG) (Figura 34C).
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Figura 34. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con la biogénesis mitocondrial en
musculo esquelético de animales WT y TG alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC.
NRF-1 (A), TFAM (B), y SIRT3 (C). El panel D muestra las transferencias de Western tefiidas
con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se muestran como media = SEM de 4 6 6 réplicas.
(u.a. = unidades arbitrarias).
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También se midieron los niveles de coenzima Q, observandose un descenso tanto en los
niveles de CoQg como de CoQ1o por la RC, independientemente del genotipo (Figura 35A
y 35B), y por tanto en los niveles de CoQuotal (Figura 35C). No se encontraron cambios en
los niveles de CoQ por la sobreexpresion de CYB5R3 en los ratones alimentados ad
libitum (Figura 35A, 35B y 35C). La ratio CoQg/C0Q10 N0 mostro cambios en funcion del
genotipo ni de la dieta (Figura 35D). En relacién con los niveles de coenzima Q se
midieron los niveles de COQ7, como enzima clave en la sintesis de coenzima Q. En este
sentido, los niveles de COQ7 no se vieron afectados por la sobreexpresion de CYB5R3
en condiciones ad libitum (AL-WT vs. AL-TG). Sin embargo, la RC produjo un aumento
de COQY7 en los ratones WT (AL-WT vs. RC-WT) viéndose este efecto paliado por la
combinacién de RC y sobreexpresion de CYBR53 (RC-WT vs. RC-TG) (Figura 35E).
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Figura 35. Niveles de coenzima Q medidos con HPLC en musculo esquelético de animales WT
y TG alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC. coenzima Qg (A), coenzima Qio (B),
coenzima Quwtal (C), la relacion coenzima Qq/Q1o (D); y niveles de expresion de la proteina COQ7
(E). Los datos se muestran como media + SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).
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5.1.5 Ultraestructura, planimetria y estereologia de las mitocondrias del
musculo esquelético bajo condiciones ad libitum y de RC en ratones

jovenes

Los cambios encontrados en los marcadores de dindmica y biogénesis mitocondrial
medidos hasta el momento incitaron a realizar un andlisis de ultraestructura, planimetria
y estereologia de dicho compartimento mitocondrial del musculo esquelético. Este
andlisis se realizd en cortes longitudinales de los dos tipos de fibra muscular, blanca y

roja, para los grupos experimentales.

5.1.5.1 -Estudio de cortes longitudinales de FB

En el estudio llevado a cabo en FB, encontramos que la sobreexpresion de CYB5R3 no
produjo cambios en el area mitocondrial bajo condiciones ad libitum (AL-WT vs. AL-
TG). Sin embargo, cuando la sobreexpresion de la enzima se combiné con la RC se
observo un drastico aumento en el area mitocondrial, tanto respecto a los ratones WT en
las mismas condiciones dietéticas (RC-WT vs. RC-TG), como respecto a los animales TG
alimentados ad libitum (AL-TG vs. RC-TG) (Figura 36A). Cuando se realizo el analisis
de distribucion de frecuencias del area de todas las mitocondrias medidas se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos experimentales. En
musculo esquelético de los ratones TG alimentados ad libitum se evidencid la existencia
de mitocondrias méas pequefias con comparacion con los ratones WT alimentados con la
misma dieta. Sin embargo, bajo condiciones de RC fueron los ratones TG los que
mostraron los perfiles mitocondriales de mayor tamafio. En cuanto a la comparacion entre
animales del mismo genotipo alimentados con distinta dieta, el grupo de RC presentd
mayor nimero de mitocondrias pequefias en el caso de los animales de genotipo WT (AL-
WT vs. RC-WT), mientras que se encontraron mas mitocondrias de mayor tamafio en el
caso de los ratones de genotipo TG (AL-TG vs. AL-WT) (Figura 36B).

La circularidad disminuy6 con la sobreexpresion de CYB5R3 bajo condiciones ad libitum
(AL-WT vs. AL-TG); sin embargo, no se encontraron cambios de este parametro en

funcién del genotipo para los ratones alimentados bajo condiciones de RC (Figura 36C).

En lo que respecta a los pardmetros estereoldgicos, Na disminuy6 tanto por la
sobreexpresion de la enzima en condiciones de ingesta ad libitum (AL-WT vs. AL-TG),

como por la RC en los animales de genotipo WT (AL-WT vs. RC-WT), no observandose

98



Capitulo 2: Efecto de la sobreexpresion de CYB5R3 y la RC en
animales jovenes

una bajada mayor en los animales TG al someterlos a RC (Figura 36D). Por su parte, Fa
disminuyd con la sobreexpresion de CYB5R3 en los ratones alimentados en condiciones
ad libitum (AL-WT vs. AL-TG), y también disminuy6 con la RC en los ratones WT (AL-
WT vs. RC-WT) (Figura 36E). En este caso la combinacion de la sobreexpresion de
CYB5R3 y la RC aumento los valores de Fa, tanto en comparacion con los ratones WT
alimentados con la misma dieta (RC-WT vs. RC-TG), como con los TG control (AL-TG
vs. RC-TG) (Figura 36F). Los cambios observados en Fa se constatan con los obtenidos

en los valores de Vv (Figura 36E).

En la figura 36G se muestran micrografias representativas de FB en corte longitudinal de

todos los grupos experimentales.
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Figura 36. Caracteristicas morfométricas de las mitocondrias de fibras blancas (FB) del
musculo gastrocnemio en ratones alimentados ad libitum y bajo condiciones de RC en
secciones longitudinales. Area mitocondrial (A), distribucion del tamafio mitocondrial (B),
circularidad (C), densidad de perfil numérico (Na) (D), densidad de volumen (Vv) (E) y area
fraccional (FA) (F). En la gréfica del panel A se ha afiadido un segmento dentro de cada barra
del color correspondiente a cada grupo en la gréafica B. El panel G muestra micrografias de
microscopia electrénica representativas de cada grupo. Las fechas blancas sefialan
mitocondrias. Los datos se muestran como media + SEM de 4 animales.
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5.1.5.2 Estudio de cortes longitudinales de FR

A continuacién, se procedié a realizar el estudio ultraestructural de la poblacién
mitocondrial en FR, usando de nuevo cortes longitudinales, pero distinguiendo en este
caso entre las dos subpoblaciones de mitocondrias presentes en este tipo de fibra:
intermiofibrilares (IMFM) y subsarcolémicas (SSM). El tamafio medio de las SSM no se
vio afectado ni por la sobreexpresion de CYB5R3 ni por la RC (Figura 37A). En cambio,
en el caso de las IMFM se observd un aumento del area cuando se combinaron la
sobreexpresion de CYB5R3 y la RC, respecto a los animales del mismo genotipo
alimentados ad libitum (AL-TG vs. RC-TG) (Figura 37B). La sobreexpresion, por su
parte, no causd ningun efecto en el area de las IMFM en los ratones alimentados ad
libitum (AL-WT vs. AL-TG) (Figura 37B). La distribucién de frecuencias de los perfiles
mitocondriales de nuevo mostré que no habia ningin cambio en los tamafios de las SSM
(Figura 37C). Sin embargo, la distribucion de los perfiles de IMFM mostrd diferencias
entre todos los grupos experimentales, destacando el grupo de animales TG sometidos a
RC, donde se observaron mas mitocondrias de mayor tamafio en comparacién tanto con
los animales del mismo genotipo alimentados ad libitum (AL-TG vs. RC-TG) como con
los WT alimentados con la misma dieta (RC-WT vs. RC-TG) (Figura 37D).

En lo que respecta a la circularidad, este parametro disminuy6 tanto en SSM como en
IMFM con la sobreexpresion de la enzima (AL-WT vs. AL-TG) (Figura 37E y 37F). En
el caso de las SSM, cuando se combinaron la sobreexpresién y la RC tendié a
incrementarse la circularidad (AL-TG vs. RC-TG) (Figura 37E). Por su parte, la RC
disminuyé la circularidad de las IMFM en los ratones de genotipo WT (AL-WT vs. RC-
WT) (Figura 37F).
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Figura 37. Caracteristicas planimétricas de las mitocondrias de las fibras rojas (FR) del
musculo gastrocnemio en ratones alimentados ad libitum o bajo RC en secciones
longitudinales. Area de mitocondrias subsarcolémicas (SSM) (A), mitocondrias
intermiofibrilares (IMFM) area (B), distribucion de tamafios SSM (C), distribucion de tamafios
IMFM (D), circularidad de SSM (E), circularidad de IMFM (F). En las gréficas de los paneles
A'y B se ha afiadido un segmento dentro de cada barra del color correspondiente a cada grupo
en las graficas C y D. En el panel G se muestran micrografias representativas de microscopia
electronica de cada grupo. Las flechas blancas sefialan SSM vy las flechas negras IMFM. Los
datos se muestran como media = SEM de 4 animales.

Los parametros estereoldgicos en las FR no mostraron grandes cambios entre los distintos

grupos experimentales. Se observo una tendencia a disminuir Na con la sobreexpresion
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de CYB5R3 (AL-WT vs. AL-TG) (Figura 38A), y una tendencia a incrementar Fa cuando
se combinaron sobreexpresion y RC (AL-TG vs. RC-TG) (Figura 38C). No se encontro

ningun cambio en los valores de Vv (Figura 38B).
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Figura 38. Esterologia de las mitocondrias de FR del musculo gastrocnemio en ratones
alimentados ad libitum o bajo RC en secciones longitudinales. Densidad de perfil numérico
(Na) (A) y densidad de volumen (VVv) (B) y area fraccional (FA) (C).

En la figura 37G se muestran micrografias representativas de FR en corte longitudinal de

todos los grupos experimentales.

5.1.6 Efecto de la sobreexpresiéon de CYB5R3 y RC sobre marcadores de

autofagia y mitofagia

Debido a que diversos estudios han relacionada los beneficios de la RC con una induccion
de la autofagia [124, 125], llevamos a cabo un estudio de esta via bajo nuestras
condiciones experimentales. Para ello estudiamos marcadores de macroautofagia como
LC3AB Iy Il y P62, asi como PINK1 y PARKIN, marcadores de mitofagia.

La sobreexpresion de CYB5R3 tendio a incrementar los niveles de LC3AB | (AL-WT vs.
AL-TG), al igual que tendié a incrementarlos la RC (AL-WT vs. RC-WT) (Figura 39A).
No se observo ningun efecto cuando se combinaron ambas intervenciones ya que los
animales TG ya mostraron unos mayores niveles de LC3AB | cuando se alimentaron ad
libitum.

En el caso de LC3AB Il no se encontraron diferencias significativas como consecuencia
de la sobreexpresion de la enzima en animales alimentados ad libitum (AL-WT vs. AL-
TG) ni en condiciones de RC (RC-WT vs. RC-TG), aungue la RC produjo un aumento
en los niveles de LC3A/B Il en los animales WT (Figura 39B).

Con respecto a la ratio LC3AB 11/ | (Figura 39C), que es indicadora del flujo autofagico

[38], se observd una tendencia hacia la disminucion cuando se combinaron RC y
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sobreexpresion de CYB5R3. En lo que respecta a los niveles de P62 no se observaron
cambios ni por dieta ni por genotipo (Figura 39D).

En cuanto a los marcadores de mitofagia, encontramos un aumento como consecuencia
de la RC en animales WT (AL-WT vs. RC-WT) en los niveles de PINK1, sin observar
ningun cambio por la sobreexpresién o por la combinacion de ambas intervenciones
(Figura 39E). Los niveles de PARKIN no se vieron afectados por la dieta o el genotipo
(Figura 39F).
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Figura 39. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con autofagia en musculo
esquelético de animales WT y TG alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC. LC3 AB |
(A) y LC3 AB 11 (B), la ratio LC3AB 11/l (C), P62 (D), PINK1 (E) y PARKIN (F). El panel G
muestra las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se

muestran como media = SEM de 4 6 6 animales.
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5.1.7 Estudio de la abundancia de figuras de autofagia por microscopia

electronica

Para completar el estudio de autofagia, se llevo a cabo un estudio de las figuras de
autofagia encontradas en los distintos grupos experimentales por microscopia electronica
de transmision. Dada la diversidad de formas y tamarios de las figuras de autofagia, no se
ha llevado a cabo cuantificacion de areas, sino pardmetros indicadores de su abundancia
en el tejido, tanto en fibras blancas como rojas.

Nuestros resultados mostraron que la sobreexpresion de la enzima disminuyo la cantidad
de figuras de autofagia en FB tanto en los animales alimentados ad libitum como en los
alimentados bajo condiciones de RC (Figura 40A, 40B y 40C).

El estudio realizado en FR reveld resultados muy similares, aunque en este caso las
diferencias aparentes entre los distintos grupos experimentales no alcanzaron la

significacion estadistica (Figura 40D, 40E y 40F).
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Figura 40. Esterologia de las figuras de autofagia de FB y FR en musculo esquelético de
animales WT y TG alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC. Densidad de perfil
numérico (Na) (A) y densidad de volumen (Vv) (B) y area fraccional (FA) (C) en FB, y Na (D),
Vv (E) y FA (F) en FR. Los datos se muestran como media £ SEM de 4 animales.

5.1.8 Marcadores relacionados con la via de apoptosis

La induccion de la autofagia, que como se ha comentado anteriormente se relaciona con
los beneficios de la RC, parece llevar a un descenso de la muerte celular programada [99],

poniendo de relevancia el estudio de las distintas vias por las que se desencadena la
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apoptosis. Para el estudio de la via extrinseca se midieron los niveles de procaspasa-8, en
los que no se encontraron diferencias de ningun tipo, ni por sobreexpresion de CYB5R3
ni por la RC (Figura 41A). La caspasa-8 enlaza la via extrinseca y la intrinseca a través
de BID, proteina proapoptdtica [174]. Los niveles de BID en mitocondria fueron
significativamente menores en los animales sometidos a RC independientemente de su
genotipo (AL-WT vs. RC-WT, AL-TG vs. RC-TG) (Figura 41B). Sin embargo, en cuanto
a los niveles de BID truncado, forma activa de BID, solo se observo una tendencia a bajar
en los animales TG alimentados en condiciones de RC, en comparacion con los WT
alimentados con la misma dieta (RC-WT vs. RC-TG) (Figura 41C).
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Figura 41. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con la via extrinseca de apoptosis
por transferencias de Western en animales alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC.
Procaspasa-8 (A), BID (B), y BID truncado en fracciones enriquecidas en mitocondrias (C).
Cada grafica tiene debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau
S. Los datos se muestran como media £ SEM de 4 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

El desencadenamiento de la via intrinseca va a depender del balance entre proteinas
proapoptoticas, como BID y BAX, y antiapoptéticas, como BCL-2 [175]. La
sobreexpresion de CYB5R3 incrementd los niveles de BCL-2 (AL-WT vs. AL-TG) pero
al someter a estos animales TG a RC se produjo un descenso en los niveles de BCL-2
(AL-TG vs. RC-TG) (Figura 42A). En el caso de BAX, se observé un descenso
significativo en sus niveles cuando se combinaron sobreexpresion de CYB5R3y RC (AL-
TG vs. RC-TG) (Figura 42B). Como una estimacion del balance entre proteinas
proapoptaticas y antiapoptdticas se recurre frecuentemente al calculo de la ratio BCL-
2/BAX, en la que se encontrd una tendencia a incrementarse como consecuencia de la
sobreexpresion de CYB5R3 (AL-WT vs. AL-TG). Sin embargo, la RC no produjo ningln

cambio en dicha ratio (Figura 42C).
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Figura 42. Niveles de expresion de proteinas desencadenantes de apoptosis en musculo
esquelético de animales WT y TG alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC. BCL-2 (A),
BAX en fracciones enriguecidas en mitocondrias (B), ratio BCL-2/BAX (C). Cada gréfica tiene
debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se
muestran como media + SEM de 4 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

La permeabilizacion de la mitocondria llevard a la liberacion de APAF-1y citocromo ¢
[175]. Los niveles de APAF-1 no se vieron afectados por la sobreexpresion de CYB5R3
en los animales alimentados ad libitum (AL-WT vs. AL-TG). Sin embargo, la RC tendio
a disminuir los niveles de APAF-1 en los animales WT (AL-WT vs. RC-WT) y a
incrementarlos en los TG (AL-TG vs. RC-TG). Al combinar la RC con la sobreexpresion
de CYB5R3 se produjo un incremento significativo en los niveles de esta proteina en
comparacion con los WT alimentados con la misma dieta (RC-WT vs. RC-TG) (Figura
43B). APAF-1 también cumple funciones en el nicleo, por lo que también se midieron
sus niveles en esta fraccion. Se observd un descenso significativo de los niveles de APAF-
1 en nucleo, cuando se combinaron RC y sobreexpresion de CYB5R3, tanto respecto a
los ratones WT alimentados con la misma dieta (RC-WT vs. RC-TG) como respecto a los
TG alimentados bajo condiciones ad libitum (AL-TG vs. RC-TG) (Figura 43B).

Para estudiar el efecto de la permeabilizacion mitocondrial sobre la liberacion de
citocromo c, se midieron los niveles de esta proteina en citosol, sin observarse diferencias
significativas por dieta ni por genotipo (Figura 43A). El citocromo ¢ junto con APAF-1
forman el apoptosoma, al que se une la procaspasa-9 para activarse [176]. Los niveles de
procaspasa-9 tendieron a disminuir con la RC en los animales WT (AL-WT vs. RC-WT)
y a incrementarse en los TG (AL-TG vs. RC-TG). El incremento observado en los
animales TG bajo condiciones de RC fue estadisticamente significativo respecto a los

animales WT alimentados bajo las mismas condiciones (RC-WT vs. RC-TG) (Figura
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43C). Por su lado, la forma activa de la caspasa-9 tendié a incrementarse por la RC en
los ratones TG respecto a los animales del mismo genotipo alimentados ad libitum (AL-
TG vs. RC-TG) (Figura 43D).

Tanto la caspasa-8 como la caspasa-9 activan a la caspasa-3 como una de las principales
caspasas efectoras que ejecutan el programa de muerte celular [206]. Los niveles de
procaspasa-3 no sufrieron cambios por ninguna de las intervenciones (Figura 43F); sin
embargo, en los niveles de caspasa-3 se observo un descenso como consecuencia de la
RC en los ratones WT (AL-WT vs. RC-WT) (Figura 43G). Este efecto se vio anulado por
la sobreexpresion de CYB5R3 en las mismas condiciones (AL-TG vs. RC-TG) (Figura
43G). En consecuencia, la sobreexpresion de CYB5R3 condujo a un incremento
significativo de caspasa-3 cuando se compararon los grupos de ratones alimentados bajo
condiciones de RC (RC-WT vs. RC-TG) (Figura 43G).

Entre las proteinas inhibidoras de apoptosis se determinaron los niveles de XIAP, en los
que se observo un incremento significativo por la RC tanto en los animales WT como en
los TG (AL-WT vs. RC-WT, AL-TG vs. RC-TG), asi como una tendencia a incrementar
los niveles de este inhibidor de la apoptosis por la combinacién de sobreexpresion y RC
respecto a los ratones WT alimentados con la misma dieta (RC-WT vs. RC-TG)
(Figurad3H).
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Figura 43. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con la via intrinseca de apoptosis en
musculo esquelético de animales WT y TG alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC.
Citocromo c en fracciones citosolicas (A), APAF-1 (B), Procaspasa-9 en fracciones citosélicas
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(C), Caspasa-9 en fracciones citosélicas (D), APAF-1 en fracciones enriquecidas en nucleo (E),
Procaspasa-3 en fracciones citosolicas (F), Caspasa-3 en fracciones citosélicas (G) y Xiap (H).
Cada gréafica tiene debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau
S. Los datos se muestran como media £ SEM de 4 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

La permeabilizacion mitocondrial también lleva a la liberacion de proteinas que
desencadenan la apoptosis independiente de caspasas, como AlF y ENDOG. Los niveles
de AIF en mitocondrias, donde se encuentra inicialmente, fueron similares para todos los
grupos experimentales (Figura 44A). En cuanto a su liberacion al citosol, encontramos
que la RC en animales TG tendi6 a disminuir los niveles de AIF en citosol, respecto a los
animales alimentados ad libitum (AL-TG vs. RC-TG). Los animales TG sometidos a RC
mostraron unos mayores niveles de AIF en citosol que los WT alimentados con la misma
dieta (RC-WT vs. RC-TG) (Figura 44B). Esto estaria en concordancia con los niveles de
AIF observados en nucleo, donde va para llevar a cabo la degradacion del DNA. En
nucleo encontramos que la RC incremento los niveles de AIF en los animales WT (AL-
WT vs. RC-WT), y que la combinacion de RC y sobreexpresion de CYB5R3 llevo a un
descenso de estos en comparacion con los WT alimentados bajo las mismas condiciones
(RC-WT vs. RC-TG) (Figura 44C). En lo que respecta a los niveles de ENDOG en ncleo,
estos tendieron a incrementarse como consecuencia de la RC en los ratones WT (AL-WT

vs. RC-WT) sin observarse ningun efecto del genotipo (Figura 44D).
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Figura 44. Niveles de expresién de proteinas relacionadas con la apoptosis independiente de
caspasas musculo esquelético de animales alimentados ad libitum o bajo condiciones de RC.
AIF en fracciones enriquecidas en mitocondria (A), AIF en fracciones citosolicas (B), AIF en
fracciones enriquecidas en nucleo (C) y ENDOG en fracciones enriquecidas en nicleo (D). Cada
grafica tiene debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los
datos se muestran como media + SEM de 4 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).
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5.2 Discusion

La NADH deshidrogenasa CYB5R3 tiene implicaciones directas en la proteccion celular
contra el estrés oxidativo y en la regulacion de los niveles de NAD™ y, por lo tanto, se ha
propuesto un papel para esta enzima en el metabolismo y el envejecimiento [42, 207].
Ademas, se ha considerado que algunos de los efectos beneficiosos que la RC ejerce sobre
la salud podrian estar relacionados, al menos en parte, con la induccion de CYB5R3 [53,
54, 208]. Sin embargo, aunque algunos de los efectos saludables de la RC son imitados
en ratones TG que sobreexpresan CYB5R3 [55], los mecanismos implicados en la
adaptacion metabdlica de los ratones TG podrian ser independientes de los descritos para
la RC. En este sentido, los ratones TG alimentados con una dieta estdndar ad libitum
poseian mas masa grasa, pero no eran mas pesados, que los controles WT
correspondientes, y utilizaban preferentemente los carbohidratos para satisfacer sus
necesidades energéticas. Estos dos rasgos claramente diferencian a los ratones TG del
fenotipo tipico de la RC, que se caracteriza por la disminucion del peso corporal, de la
adiposidad, y por el uso predominante de grasas como fuente de energia [209, 210]. Dado
que se necesitan acidos grasos saturados para permitir la B-oxidacion mitocondrial [211],
las adaptaciones metabolicas provocadas por la sobreexpresion de CYB5R3 podria estar
relacionado con la accion de esta enzima en mejorar la elongacion y la desaturacién de
acidos grasos, que puede conducir a la inhibicién de la p-oxidacion de &cidos grasos y,
por tanto, al uso preferencial del metabolismo de carbohidratos [55]. La composicion
lipidica de las membranas también es modificada por la RC, pero los cambios nuevamente
difieren de los producidos por sobreexpresion de CYB5R3. En este sentido, la RC
disminuye los niveles de PUFA de cadena larga y aumenta los acidos grasos
monoinsaturados sin ningun cambio en los &cidos grasos saturados, como resultado de
una reprogramacion metabdlica que conduciria a niveles mas bajos de dafio oxidativo que
podrian contribuir a la extension de la longevidad [212-214].

Debido a que la sobreexpresion de CYB5R3 y la RC modifican aspectos clave del
metabolismo energético y el perfil lipidico de los tejidos en formas opuestas, es
importante estudiar si algunas de las adaptaciones metabdlicas inducidas por la
sobreexpresion de CYB5R3 se ven afectadas por la RC. De acuerdo con esta idea, nuestra
investigacion anterior ha demostrado que aumentar los PUFA n-3 en los tejidos puede ser
beneficioso para los ratones alimentados ad libitum [215], mientras que acorta la

longevidad en ratones alimentados con una dieta de RC [71].
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En lo que respecta al peso de estos animales, hemos publicado recientemente que después
de recibir una dieta estdndar durante 4 meses ad libitum, los ratones CYB5R3 no
mostraron diferencias significativas en peso corporal con respecto a sus controles WT
[216], lo que estd de acuerdo con nuestra investigacion previa en ratones que se
alimentaron con dieta estandar o con dieta rica en grasas [55]. Sin embargo, aunque la
RC produjo una disminucion significativa del peso corporal en ambos genotipos, la
sobreexpresion de CYB5R3 condujo a una mayor preservacion del peso corporal,
sugiriendo un papel clave de la CYB5R3 como determinante en el control del peso
corporal en ratones bajo RC [216].

La cuantificacion de los niveles CYB5R3 en homogeneizados de masculo esquelético de
ratones alimentados ad libitum confirmd nuestras observaciones previas [55], de un
aumento espectacular en el masculo esquelético de los ratones TG en comparacion con
los WT. Este incremento en los niveles de CYB5R3 en los animales TG también se
observo en las distintas fracciones analizadas, haciendo del mdsculo esquelético un
modelo adecuado para estudiar los efectos directos de la sobreexpresion de CYB5R3 en
la fisiologia celular. La RC no afectd los niveles de CYB5R3 en homogeneizados totales
de musculo esquelético en animales TG, a diferencia de la disminucién que causo en los
niveles de CYB5R3 en el higado de estos mismos animales, particularmente en los TG
[216]. En el caso del musculo esquelético de los ratones WT, se evidenci6 un aumento en
los niveles de CYB5R3 por RC en los homogeneizados totales. Sin embargo, se observé
la disminucion en los niveles de CYB5R3 cuando se midieron sus niveles en fracciones
mitocondriales y en membranas extramitocondriales de animales TG, sin encontrarse
cambios en los ratones WT. En la actualidad, no tenemos una explicacion concluyente
sobre la bajada observada en los niveles de CYB5R3 en fracciones mitocondriales y de
membranas en los animales TG sometidos a RC por lo que seran necesarias mas
investigaciones para tratar de dilucidarlo.

La disminucion hepatica de CYB5R3 en ratones jovenes sometidos a RC esta de acuerdo
con lainvestigacion previa realizada en ratas Fischer- 344 [54] y ratones C57BL/6J [208],
lo que ha permitido documentar que la RC tiene un doble efecto sobre los niveles de
CYB5R3 en membrana plasmatica del higado. Es destacable que, mientras que se observé
un descenso en la actividad dependiente de CYB5R3 en animales jovenes alimentados
con una dieta de RC, se observo un aumento notable en animales viejos alimentados con

la dieta de RC de forma prolongada. Ademas, la expresion hepética y niveles de
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polipéptido de CYB5R también disminuyeron en ratones C57BL/6J después de 18 h de
ayuno, lo que se confirmé en las lineas celulares HepG2 y Hepal.6 cultivadas bajo
privacion de glucosa [217]. En cerebro, los niveles de CYB5R3 no mostraron cambios
por RC en animales jovenes, pero fueron notablemente aumentados en ratas viejas Ficher-
344 alimentadas con una dieta de RC. Sin embargo, en musculo esquelético de los
animales WT se ha observado un aumento en los niveles de CYB5R3, que también se ha
encontrado en células neurobléasticas SH-SY5Y cultivadas con suero obtenido de ratas
que habian sido alimentadas bajo RC, en comparacidon con las células cultivadas con suero
obtenido de ratas alimentadas ad libitum [218]. En conjunto, estas observaciones
demuestran la existencia de mecanismos especificos de tejido y edad que regulan los
niveles de CYB5R3 por RC.

Investigaciones anteriores han establecido firmemente que la RC da como resultado un
aumento en el nimero y la masa de mitocondrias, y puede reducir la produccion de ROS
sin disminuir la respiracion celular [112, 181]. Sin embargo, no se conoce como la RC
afecta al metabolismo mitocondrial en ratones que sobreexpresan CYB5R3. Para
dilucidar el efecto de la sobreexpresion de CYB5R3 y la RC en la regulacién de masa 'y
funcién mitocondrial, usamos una bateria de anticuerpos contra proteinas mitocondriales
clave, incluyendo VDAC, diferentes subunidades de los complejos mitocondriales, las
mitofusinas MFN-1 y MFN-2, el factor de fision FIS1, el factor de fision mitocondrial,
MFF, DRP-1 y dos factores de transcripcion implicados en la biogénesis mitocondrial:
NRF-1y TFAM.

En lo que respecta a la ETC, la sobreexpresion de CYB5R3 por si misma aumento los
niveles de complejos Il y 111 en ratones alimentados ad libitum, y la RC, por su parte,
produjo un aumento generalizado en los niveles de los complejos mitocondriales en
masculo esquelético, aunque este efecto parecia ser anulado cuando se combiné la
intervencion dietética con la sobreexpresion de CYB5R3. Para conocer si estos cambios
se debian a cambios en la abundancia mitocondrial o en la composicién de la membrana
mitocondrial, procedimos a determinar VDAC, proteina abundante de la membrana
mitocondrial externa cuyos niveles sirven como marcador bioquimico de estimacion de
la masa mitocondrial [173]. Mientras que en higado no se encontraron diferencias debidas
a la intervencién de RC [216], en el masculo esquelético de ratones WT si se observo un
aumento en los niveles de VDAC en comparacion con sus controles ad libitum, sugiriendo

una mayor abundancia mitocondrial en este tejido bajo condiciones de RC. De acuerdo
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con nuestras investigaciones anteriores [184], nuestros resultados apoyan que el
metabolismo mitocondrial se adapta rapidamente a la RC en el musculo esquelético en
comparacion con otros tejidos como el higado. Se ha encontrado que otras vias que
también afectan la tasa de envejecimiento, como la sefializacion de mTOR vy la via de
ubiquitina-proteasoma, no se alteran por RC en musculo esquelético en ratas jovenes,
pero al alcanzar una edad mediana se produce una inhibicién sustancial [219]. Como se
ha descrito en resultados y recientemente hemos publicado, normalizamos estos niveles
de los complejos de la ETC frente a los niveles de VDAC, para analizar los cambios
independientemente de la abundancia mitocondrial. En este estudio se encontrd que, tanto
en musculo como en higado, la sobreexpresion de CYB5R3 producia un aumento
generalizado en los niveles de los complejos mitocondriales [216], siendo este efecto
especialmente llamativo en musculo esquelético. Se ha demostrado que el aumento del
complejo | por RC en musculo esquelético no produce un aumento concomitante en las
ROS [67]. Por lo tanto, el aumento de complejos ETC podria indicar una mayor
produccion de ATP sin mayor produccion de ROS en los ratones TG, como ya se ha
demostrado ocurre en higado [55].

Curiosamente, la sobreexpresion de CYB5R3 mitigo6 el aumento de los niveles de VDAC
en el masculo esquelético de ratones alimentado bajo RC, un efecto que podria estar
relacionado con la inhibicion de la B-oxidacion mitocondrial y el uso preferencial del
metabolismo de carbohidratos en los ratones TG [55].

En cuanto a los cambios encontrado en los marcadores de dindmica mitocondrial en
musculo esquelético, evidenciamos un aumento en los niveles de la proteina MFN-1 por
RC en ambos genotipos, aunque los niveles de MFN-2 no se vieron afectados. En este
contexto se ha demostrado que la RC aumenta los niveles de MFN-2 en musculo
esquelético de ratones hembra Swiss alimentados durante 6 meses con la misma dieta
utilizada aqui (AIN93M) a partir de 1 mes de edad [86]. Esta discrepancia puede ser
causada por diferencias de sexo y cepa [220]. Resultados anteriores de nuestro propio
grupo también demostraron un aumento de los niveles de MFN-2 en el musculo
esquelético de ratones C57BL/6 alimentados con la dieta AIN93G bajo condiciones de
RC durante 6 meses a partir de los 3 meses de edad [70]. Este hecho revela la importancia
de la cantidad de grasa en la dieta. Los niveles de MFN-2 también se vieron
incrementados por RC en el higado de los ratones WT de este mismo estudio [216], lo

cual estd de acuerdo con una investigacion previa que documento la regulacion positiva

114



Capitulo 2: Efecto de la sobreexpresion de CYB5R3 y la RC en
animales jovenes

de MFN-2 en higado de ratones alimentados bajo condiciones de RC durante 3 0 12 meses
a partir de los 2 meses de edad [85]. Sin embargo, en el caso del higado, no se observaron
cambios por la RC en los niveles de MFN-1 [216], indicando que los cambios encontrados
en musculo esquelético fueron diferentes a los presentes higado bajo las mismas
condiciones de RC, lo que pone de manifiesto que existe una especificidad tisular para
adaptaciones mitocondriales a las intervenciones.

El aumento de MFN-1 en musculo esquelético de ratones de ambos genotipos
alimentados bajo RC podria indicar un aumento de la fusion mitocondrial, necesaria para
proteger contra la degradacion autofagica de estos organulos [221]. ElI aumento en la
fusion también estaria en concordancia con la ausencia de cambios en los marcadores de
fision, como FIS1, MFF o DRP-1, que hemos encontrado en nuestro estudio. Para
corroborar los cambios asociados a la RC sobre los perfiles y la abundancia mitocondrial,
asi como investigar el impacto que las alteraciones en los marcadores bioguimicos tienen
sobre la ultraestructura de este organulo, se llevo a cabo un estudio cuantitativo utilizando
microscopia electronica. Estudios previos de nuestro grupo reportaron que una
intervencion de RC de 6 meses basada en la dieta AIN93G no afect6 al area mitocondrial
en higado de raton [72, 222], aunque produjo un descenso en el area de las SSM en
musculo esquelético [70]. Sin embargo, mientras que el estudio llevado a cabo en higado
de los animales sometidos a la misma intervencion que la seguida en este trabajo de tesis
doctoral coincidia con los resultados obtenidos previamente por el grupo [168]; en
musculo esquelético de ratones WT no se encontraron cambios en el area mitocondrial
por RC ni en FB ni en FR. Dado que la cantidad de grasa constituye la principal diferencia
entre las dietas AIN93G (7% de grasa) y AIN93M (4% de grasas), existe la posibilidad
de que este factor juegue un papel clave en la determinacion de las adaptaciones
mitocondriales de los diferentes tejidos a la RC. Por su parte, la combinacion de la RC
con la sobreexpresion de CYB5R3 lleva a un aumento del area mitocondrial, que estaria
en concordancia con el aumento en los niveles de MFN-1 en este grupo experimental.
También encontramos diferencias entre tejidos en los marcadores de abundancia
mitocondrial, ya que mientras en el estudio anteriormente mencionado se observo un
incremento tanto en Vv como en Fa por la RC en higado [72, 222], estos cambios no se
encontraron en musculo esquelético de ratones sometidos a la misma intervencion,
concretamente en FR [70], poniendo de manifiesto la diferencia entre tejidos. En este

caso, nuestros resultados sobre abundancia mitocondrial concordarian con lo publicado
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anteriormente por nuestro grupo en FR [70], donde evidenciamos que la abundancia
mitocondrial no se afecta ni por la RC ni, en nuestro caso, por la sobreexpresion de
CYB5R3. Sin embargo, cuando analizamos los cambios encontrados en FB encontramos
que la RC disminuye la abundancia mitocondrial en los ratones WT, produciendo el
mismo efecto que la sobreexpresion de la enzima. En lo que respecta a higado, en este
caso existen discrepancias con el estudio previo, ya que en los animales de nuestra
intervencion la RC no produjo alteraciones en la abundancia mitocondrial [168]. Estos
resultados nos indican que cada tejido, y concretamente cada tipo de fibra en el caso del
musculo esquelético, responde de forma distinta a la RC, poniendo de manifiesto la
importancia de realizar los estudios en distintos 6rganos y, en el caso del musculo, tener
en cuenta los distintos tipos de fibra. Sorprendentemente, la combinacion de la RC con la
sobreexpresion de CYB5R3 lleva a un incremento de la abundancia mitocondrial (Vv 'y
Fa) en FB, tanto respecto a los WT de la misma dieta, como a los TG alimentados ad
libitum, lo cual concordaria con el mayor tamafio mitocondrial encontrado en fibra blanca
en este grupo.

La variabilidad de resultados en cuanto a la cuantificacion de la abundancia mitocondrial
en respuesta a la intervencion de RC y al envejecimiento también puede surgir de la
heterogeneidad en los métodos utilizados para evaluar el contenido mitocondrial [223],
como se discutié en nuestra publicacion anterior [70]. Por otro lado, resulta dificil
establecer relaciones entre los marcadores bioquimicos y los parametros de la
cuantificacién microscopica, ya que los analisis bioquimicos de los distintos marcadores
proteicos se llevan a cabo en homogeneizados de tejido muscular de la pata trasera,
mientras que el estudio de microscopia se lleva a cabo en gastrocnemio y se analizan
fibras individuales de cada tipo.

El estudio de marcadores de biogénesis mitocondrial revelé que los niveles de TFAM no
fueron afectados por la RC pero, curiosamente, evidenciamos un efecto general de la
sobreexpresion de CYB5R3 a aumentar este factor, independientemente de la dieta, a
diferencia de lo encontrado en higado, donde era la RC la que producia un aumento en
los niveles de este marcador para ambos genotipos [216]. Mientras que Civitarese et al.
han demostrado que el MRNA de TFAM aumenta en el masculo de humanos sanos bajo
RC, la intervencion no se evalud para los niveles del polipéptido [112]. En el caso de
higado, si que se ha observado un aumento en los niveles de TFAM en ratones bajo RC

[85]. EIl significativo aumento del polipéptido NRF-1 en el muasculo esquelético de
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ratones WT alimentados con RC esta en consonancia con el aumento similar observado
para el marcador de abundancia mitocondrial VDAC. Sin embargo, nuestros resultados
de microscopia electrénica no indican un aumento de la masa mitocondrial por RC, por
lo que este aumento observado en VDAC y en NRF-1 podria ser especifico de algun tipo
muscular y no manifestarse en gastrocnemio donde, como se ha sefialado anteriormente,
se ha llevado a cabo el estudio ultraestructural. Cabe destacar que, como también se
encontrd para VDAC, el aumento de los niveles de NRF-1 por RC no se observo en los
ratones TG, reforzando la interferencia de ambas intervenciones. Por otra parte, el
aumento observado en nuestro estudio para los niveles de NRF-1 en musculo esquelético
de animales sometidos a RC esta de acuerdo con resultados previos en los que los niveles
de mRNA de NRF-1 aumentaron en células HeL a cultivadas con suero de RC, efecto que
fue inhibido por la insulina [181]. Ademas, se ha puesto también de manifiesto que los
niveles proteicos de TFAM y NRF-1 disminuyen con el envejecimiento en higado de rata,
y que esta disminucion puede prevenirse mediante RC [224]. Sin embargo, en higado de
los ratones usados en el presente estudio solo se observé una tendencia a incrementar los
niveles de NRF-1 por RC [216].

Dada la relacion encontrada en musculo entre PGClo y SIRT3, y por tanto con la
biogénesis mitocondrial en células musculares [225], se determinaron los niveles de esta
proteina como marcador relacionado con la biogénesis mitocondrial. Las sirtuinas se
activan cuando se incrementa la ratio NAD*/NADH, por lo que su expresién aumenta con
la RC [226] y se esperaria que se aumentara también con la sobreexpresion de CYB5R3
[36]. Concretamente en el caso de SIRT3 se ha encontrado un incremento en musculo
esquelético de ratones C57BL/6 tras 12 meses de RC [227], lo cual concuerda con
nuestros resultados donde observamos una tendencia a incrementar SIRT3 por RC. Como
era de esperar, la sobreexpresion de la CYB5R3 en condiciones ad libitum produce el
mismo efecto que la RC. De nuevo, este efecto se ve totalmente anulado por la
combinacion de la sobreexpresion de CYB5R3 y la RC. Este incremento de SIRT3 con
la sobreexpresion y la RC se podria relacionar, ademas de con la biogénesis mitocondrial
como hemos sefialado anteriormente, con un menor estrés oxidativo debido a la activacion
de la superdxido dismutasa 2 (SOD2) por esta proteina [228, 229], la potenciacién de la
ETC, la activacion de la isocitrato deshidrogenasa, que produce NADPH que se usa como

reductor, y la activacion de FOXO3A, implicado en mecanismos antioxidantes [230].
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Respecto a los niveles de CoQ, estudios previos de nuestro grupo habian mostrado un
incremento en los niveles de CoQgy CoQ10 en musculo esquelético de ratones de 4 meses
de edad sometidos a 1 mes de RC [119]. Sin embargo, en el presente estudio observamos
un descenso significativo tanto en los niveles de CoQg como de CoQuo, Y por tanto del
CoQrotar, por la RC independientemente del genotipo. En este caso de nuevo habria que
destacar la diferencia de la dieta, AIN93G en el estudio anterior frente a la AIN93M del
presente estudio, poniendo de manifiesto que la posible diferencia se deba a la cantidad
de grasa de la dieta y/o al tiempo de intervencion: 4 meses en el presente estudio, mientras
que en Parrado-Fernandez et al. los animales solo estuvieron 1 mes en condiciones de RC
[119]. En este sentido, seria interesante estudiar el papel del componente graso de la dieta,
asi como del tiempo de intervencion en la influencia que tiene la RC sobre el sistema de
CoQ. Respecto a la bajada en si de los niveles de CoQ causada por una RC prolongada,
podria estar implicado al fendmeno de mitohormesis, por el cual una disminucién de CoQ
produciria un leve estrés mitocondrial que llevaria a la activacion de respuestas
fisiolOgicas y adaptativas en el organismo que contribuyan a la extension de la longevidad
[231]. También seria interesante estudiar los niveles de CoQ de manera separada en sus
formas oxidada y reducida, ya que en este estudio se optd por llevar a cabo una reduccién
quimica del CoQ presente en la muestra antes de su inyeccion en el sistema de deteccidn
por HPLC para aumentar asi la sensibilidad y disminuir el tiempo de retencién. No
obstante, dado que es el CoQ reducido el que tiene la funcion antioxidante [232], seria
interesante que la investigacion futura se dirija a determinar los niveles que hay
inicialmente en cada estado de oxido-reduccion.

Para profundizar mas en el posible efecto de la RC y la sobreexpresién de CYB5R3 en el
sistema de biosintesis de CoQ se midieron los niveles de la proteina COQ?7. La subida
observada en los niveles de este marcador como consecuencia de la RC podria deberse a
la existencia de una respuesta compensatoria dirigida a compensar en descenso en los
niveles de CoQ por RC, aunque finalmente no se llega a obtener tal efecto. COQ7 es un
punto de regulacion clave en la ruta de biosintesis de CoQ [118]. En lo que respecta a
esta proteina cabe destacar que COQ7 tiene que ser desfosforilado por la fosfatasa PTC7
para ser activo [233]. Por tanto, cabe la posibilidad de que los mayores niveles de COQ7
gue encontramos en los animales alimentados bajo condiciones de RC no se correspondan
realmente con mayores niveles de la forma activa de la proteina. Aunque la

sobreexpresion de CYB5R3 per se no tuvo ningun efecto en los niveles de COQ7, al
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combinar dicha sobreexpresion con la RC observamos una tendencia hacia la disminucién
de los niveles de esta proteina, poniendo de manifiesto, como ya hemos publicado
previamente, la existencia de una interferencia entre la RC y la sobreexpresion de
CYB5R3 [216].

Por otro lado, entre las rutas que tienen un papel esencial en el mantenimiento del musculo
esquelético cabe destacar la autofagia, que se ha postulado como un mecanismo esencial
para mantener la masa muscular y preservar la integridad de las fibras, asi como para
retrasar la sarcopenia [234, 235]. Ademés, se ha demostrado que el efecto
antienvejecimiento que produce la RC se va atenuado cuando se inhibe la autofagia [236].
Por tanto, dada la importancia de la autofagia en musculo esquelético son muchos los
estudios que se han llevado a cabo para tratar de entender el efecto que produce la RC
sobre la autofagia en este tejido. Previamente en nuestro grupo, Gutiérrez-Casado et al.
habian demostrado que la RC en musculo producia un aumento en los niveles de P62, asi
como un descenso en la ratio LC3 I1/1+11, sin observarse cambios en los marcadores de
mitofagia [70]. Nuestros resultados no concuerdan con lo observado en el estudio previo
ya que, mientras que no encontramos cambios debidos a la RC en los niveles de P62 ni
en la ratio LC3 I1/1+I1, observamos un considerable aumento en los niveles de LC3 |y
LC3 II, asi como en PINK1 por la RC. Este aumento en los niveles de LC3 por la RC
también ha sido recogido por Yang et al. en un estudio llevado a cabo en musculo
esquelético de humanos, tanto a nivel de proteina como de transcritos [237]. De acuerdo
con esto, nuestros resultados parecen indicar un aumento de la autofagia como
consecuencia de la RC, que también concordaria con el aumento encontrado en los niveles
de PINKZ1, asi como con distintos estudios que muestran un aumento de esta ruta por RC
[237, 238]. Sin embargo, cabe destacar la dificultad a la hora de interpretar los cambios
encontrado en los niveles de LC3, dado que esta proteina sufre modificaciones post-
traduccionales ademas de ser degradada al final de la autofagia [136]. Tradicionalmente
se han usado las ratios LC3 I1l/1+11 o LC3 I/l como indicadoras del flujo autofagico,
interpretando una bajada de estas ratios como una disminucién de la autofagia [136].
Nuestros resultados no muestran cambios como consecuencia de la RC en las ratios de
LC3, por lo que seria interesante realizar un estudio a nivel transcripcional, para
comprobar si el aumento en los niveles de LC3 se debe a una acumulacion de esta

proteina, y por tanto se reduciria su transcripcion o si, por el contrario, se debe a un
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aumento del flujo autofagico que hace necesario unos mayores niveles de esta proteina y
COMO consecuencia un aumento en su transcripcion.

Cabe destacar que la sobreexpresion de CYB5R3 por si misma no produjo ningin cambio
en los marcadores de autofagia analizados. Continuando con el estudio de las ratios de
LC3, una tendencia a disminuir ambas ratios se observo en los animales TG alimentados
bajo condiciones de RC respecto a los WT sometidos a la misma dieta. Esta disminucion
de la ratio podria relacionarse, por tanto, con una disminucion del flujo autofagico, como
también se puede evidenciarse a partir de los resultados de microscopia electrénica, donde
ese grupo presenta una disminucion en la abundancia de figuras de autofagia. Mas adn,
esta interpretacion estaria también en concordancia con el mayor tamafio mitocondrial
encontrado en las IMM, tanto de FB como de FR, en ese grupo, ya que la fision
mitocondrial es necesaria para que se lleva a cabo el proceso de mitofagia [239, 240].
Estos resultados pondrian de nuevo de manifiesto nuestras conclusiones previas acerca
de la existencia de una interferencia al combinar la RC con la sobreexpresion de CYB5R3
[216].

Por Gltimo, en lo que respecta a los resultados relacionados con la apoptosis, no se
encontraron grandes cambios entre los distintos grupos experimentales, posiblemente
debido a que se trata de animales jovenes/adultos, en los gque no hay activacion de muerte
celular a nivel de musculo esquelético [176]. Por este motivo, la mayoria de los estudios
centrados en esta ruta se llevan a cabo en animales viejos, como ya discutimos en Lopez-
Dominguez et al. [69]. De acuerdo con esto, analizaremos los resultados obtenidos en los
animales viejos dentro del siguiente capitulo.

La sobreexpresion de CYB5R3 per se parece no producir grandes cambios en los
marcadores de apoptosis en animales jovenes, exceptuando un incremento en los niveles
de BCL-2, lo que podria indicar un posible papel protector de CYB5R3 frente a la
apoptosis. Este efecto, de nuevo, se ve abolido al combinar la sobreexpresion de CYB5R3
con la RC. Por su lado, se ha sugerido que la RC puede tener un papel protector frente al
exceso de apoptosis asociado con la edad [241]. Sin embargo, como se ha sefialado
anteriormente, la mayoria de los trabajos que estudian este efecto se han llevado a cabo
en animales viejos, por lo que resulta interesante estudiar el posible efecto que produce
la RC sobre la muerte celular en animales jovenes/adultos.

De acuerdo con estudios previos, la via extrinseca se ve inhibida por RC en musculo

esquelético [242, 243]. Como marcador de esta via han determinado los niveles de
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procaspasa-8, no observandose ningun cambio por la sobreexpresion de CYB5R3 ni por
la RC. La caspasa-8 actua sobre a BID, produciendo su fragmentacion proteolitica y
generando BID truncado que enlaza la via extrinseca con la intrinseca [174]. Aunque se
observo un descenso significativo en los niveles de BID en mitocondria, no constatamos
ningun cambio en los niveles de BD truncado, posiblemente debido a que tampoco se han
observado cambios en los niveles de procaspasa-8.

Estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo demostraron que la RC no producia
cambios en los niveles de BCL-2 en musculo esquelético de ratones jovenes [69], lo que
concuerda con lo observado en el presente estudio. Sin embargo, en el estudio
mencionado se mostraba que la RC producia un descenso significativo en los niveles de
BAX, que no se ha observado en nuestros resultados. También se mostraba una tendencia
a incrementar los niveles de la ratio BCL-2/BAX, lo que tampoco se ha observado en el
presente estudio. Estas discrepancias podrian deberse a las diferencias en la cantidad de
grasa de la dieta, como ya se ha indicado anteriormente en este capitulo, ya que en el
estudio de Lopez-Dominguez et al. se empled la dieta AIN93G mientras que en el
presente estudio se empled la dieta AIN93M. De acuerdo con ello, precisamente Lopez-
Dominguez et al. demostraron que la grasa de la dieta es un factor clave a la hora de
determinar los niveles de BAX en musculo esquelético [69].

El balance entre proteinas proapoptoticas y antiapoptoticas va a definir si la célula entra
0 no en apoptosis. En el caso de que el equilibrio se desplace hacia las proteinas
proapoptoticas se produce la permeabilizacion de la mitocondria, con la liberacion del
citocromo c, que se une a APAF-1 para formar el apoptosoma y activar a la caspasa-9
[244]. Continuando con el estudio anterior de nuestro grupo, evidenciamos que la RC
producia un descenso en los niveles de AIF y citocromo ¢ en citosol, lo que estaba en
concordancia con los menores niveles de BAX observados en esas condiciones [69]. Sin
embargo, en el presente estudio, aunque parece haber menores niveles de estas proteinas
en citosol, no se encontraron diferencias significativas, lo que de nuevo se podria
relacionar con la diferente cantidad de grasa en la dieta. En nuestro estudio también se
determinaron los niveles de APAF-1 observandose una tendencia hacia su disminucion
como consecuencia de la RC. Esta tendencia también se observo en los niveles de
procaspasa-9, pero no en los niveles de la forma activa, cuya actividad habia sido

previamente demostrado por nuestro grupo que no cambiaba con la RC [69].
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Selman et al. también llevaron a cabo un estudio en musculo de animales jovenes/adultos
- ratas de 6 meses de edad - que estuvieron sometidos a RC durante dos meses [176]. Los
resultados de este estudio mostraron que, mientras que no se encontraron cambios en la
fragmentacion del DNA ni en los niveles de XIAP y caspasa-3, se constatd un descenso
en los niveles de procaspasa-3 en musculo esquelético por RC, concluyendo que, de
acuerdo con Zhang et al. [241], la RC podria tender a disminuir la apoptosis en tejidos
postmitéticos, aunque al tratarse de animales jovenes/adultos no se encontraron
diferencias en todos los marcadores medidos [176]. Nuestros resultados parecen estar en
concordancia con este estudio, ya que nosotros observamos un descenso en los niveles de
la forma activa de caspasa-3 y, en nuestro caso, si observamos un aumento en los niveles
de XIAP, inhibidor de la apoptosis, posiblemente debido al mayor tiempo de
intervencion.

Por ultimo, también resulta interesante profundizar en la apoptosis independiente de
caspasas, que se cree que podria tener un papel mas importante en la pérdida de masculo
asociada con la edad [141] ya que, aunque hay ciertas discrepancias sobre el efecto que
produce la edad en los marcadores de la apoptosis dependiente de caspasas, diversos
estudios coinciden en que la edad produce un aumento de la ruta de apoptosis
independiente de caspasas [175]. El estudio de los marcadores de esta ruta
sorprendentemente mostré un incremento tanto en los niveles de AlF en nicleo como en
los niveles de ENDOG, proteinas clave en la apoptosis independiente de caspasas [142,
245], por la RC. De acuerdo con estos resultados, la RC podria estar incrementando la
ruta de apoptosis mas importante en masculo esquelético, ya en animales jovenes/adultos,
como un posible efecto protector encaminado a eliminar posibles células dafadas.

No obstante, se debe tener en cuenta que todas las determinaciones se han realizado sobre
extractos totales de musculo esquelético, por lo que es posible que no se evidencien
cambios que ocurran en algun tipo de muasculo o fibra en concreto. Por ejemplo, en el
caso de BCL-2 y BAX se ha comprobado que sus niveles de expresion pueden ser
dependientes del tipo muscular [246].

Por ultimo, cabe destacar que, a pesar del incremento observado en los niveles de APAF-
1 en los animales TG bajo RC, este grupo mostré los menores niveles de APAF-1 en
nacleo, donde esta proteina participa en un punto de control de dafios en el ADN en el
ciclo celular [247], indicando un posible efecto negativo de la combinacién de la RC con
la sobrexpresion de CYB5RS.
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Centrandonos en este ultimo grupo donde se combina la sobreexpresion de CYB5R3 con
la RC, cabe destacar que, como ya publicamos previamente en Rodriguez-Lopez et al.,
esta combinacion parece abolir los efectos beneficiosos que produce la RC per se en lo
que respecta a apoptosis, asi como los que parece causar también en esta ruta la
sobreexpresion de CYB5R3 aisladamente.

En resumen, nuestros datos apoyan que muchas alteraciones provocadas por la RC en la
abundancia y la dindmica mitocondrial pueden verse obstaculizadas por la sobreexpresion
de CYB5R3, pero estos efectos se compensan con una mayor abundancia de complejos
ETC mitocondriales en ratones TG sometidos a esta intervencion dietética. En cuanto a
la autofagia en tejido muscular, nuestros resultados apuntan a un papel estimulador de
esta ruta por la intervencion de RC, efecto que de nuevo se ve abolido por la combinacién
de ambas intervenciones. Por su parte, la sobreexpresion de CYB5R3 no promueve

ningun cambio en la sefializacion autofagica en musculo esquelético.
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6 Capitulo 3: Efecto del envejecimiento y la sobreexpresion
de CYB5R3

6.1 Sobreexpresion de CYB5R3 en musculo esquelético de ratones
viejos transgénicos

Como se ha mostrado en los capitulos anteriores y recientemente hemos publicado, los
niveles del polipéptido CYB5R3 aumentan drasticamente en el tejido muscular de ratones
TG en comparacion con ratones WT dentro del grupo de animales jovenes [216]. Sin
embargo, no se conoce si este patron de sobreexpresion se ve alterado por el
envejecimiento, y si la sobreexpresion de CYB5R3 se dirige a las mitocondrias u otras
membranas celulares del masculo esquelético. Por lo tanto, procedimos a determinar los
niveles de polipéptido CYB5R3 tanto en extractos totales como en fracciones
enriquecidas en mitocondrias 0 en membranas ligeras aisladas a partir del mdsculo
esquelético de las extremidades traseras, de ratones WT y TG con las edades bajo estudio:
7 meses (adulto joven, J) y 24 meses (viejo, V).

Como se muestra en la Figura 45A, se observd un patron idéntico de sobreexpresion de
CYB5R3 independientemente de la edad, haciéndose claramente patente el aumento en
los niveles de esta proteina en el masculo esquelético de los ratones TG. En lo que
respecta a las distintas fracciones subcelulares examinadas, CYB5R3 se enriquecio de
manera similar en mitocondrias aisladas de ratones TG en los dos grupos de edad (Figura

45C), presentando el mismo efecto la fraccion de membranas ligeras (Figura 45D).

Dado que las condiciones para revelar y cuantificar los niveles de polipéptido CYB5R3
en muestras obtenidas de ratones TG hizo que la proteina fuera casi indetectable en
muestras derivadas de ratones WT, se sobreexpusieron las transferencias de Western para
poder cuantificar las sefiales de WT mientras se saturaban las de los TG, y se encontrd
que el envejecimiento conducia a un aumento del polipéptido CYB5R3, tanto en
homogeneizados totales como en fracciones mitocondriales y de membranas
extramitocondriales (Figura 45B, 45D y 45F).
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Figura 45. Niveles de expresion del polipéptido CYB5R3 en musculo esquelético de ratones
jévenes y viejos, WT y TG. Los niveles estan medidos en homogeneizados totales (A Y B),
fracciones enriquecidas en mitocondrias (C y D) y membranas ligeras (E y F). Cada grafica tiene
debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos
representados son la media + SEM de 6 repeticiones. (u.a. = unidades arbitrarias).

6.2 Niveles de los complejos de la ETC

A continuacién, estudiamos en extractos totales del tejido el impacto que la edad y/o la
sobreexpresion de CYB5R3 producen en los niveles de marcadores proteicos de los
complejos de la ETC de la membrana mitocondrial interna (Figuras 46A-E), asi como en
la proteina de la membrana mitocondrial externa VDAC (porina, Figura 46F). El
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envejecimiento produjo disminuciones significativas en los niveles de los complejos IV
(Figura 46D) y V (Figura 46E) en ratones WT (J-WT vs V-WT), y también se observé
una tendencia hacia una disminucion de los complejos 1 'y 111 con la edad (Figuras 46A y
46C). Como mostramos en nuestro reciente articulo, la sobreexpresion de CYB5R3
condujo a un aumento de los niveles del complejo 11 en ratones adultos jovenes (Figura
46B) [216]. Sin embargo, el impacto de la sobreexpresion de CYB5R3 en la abundancia
de marcadores ETC fue mucho méas pronunciado en los ratones viejos ya que los animales
viejos TG mostraron aumentos generalizados de complejos ETC en comparacién con
ratones viejos WT, que fueron estadisticamente significativos para los complejos |
(Figura 46A), Il (Figura 46B), IV (Figura 46D) y V (Figura 46E). Esto hizo que la
disminucion de los complejos I, IV y V relacionada con el envejecimiento indicada
anteriormente fuera revertida completamente por la sobreexpresion de CYB5R3 (Figuras
46A, 46D y 46E). A diferencia de las alteraciones observadas en la abundancia de
complejos ETC, no se encontraron cambios en los niveles de VDAC en los
homogeneizados de muasculo esquelético que pudieran atribuirse a la edad o al genotipo
(Figura 46F).
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Figura 46. Niveles de los complejos de la cadena de transporte de electrones y VDAC
cuantificado en musculo esquelético de ratones jovenes y viejos, WT y TG. Los paneles de A a
E representan la cuantificacion de subunidades representativas de los cinco complejosde laETC,
y el panel F muestra los niveles de VDAC. Las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo
y Ponceau S correspondientes se muestran debajo de cada gréafica. En todos los graficos, los
asteriscos sin letra se refieren a diferencias estadisticamente significativas entre grupos de edad.
Los datos representados son la media + SEM de 6 repeticiones. (u.a. = unidades arbitrarias).

En concordancia con los capitulos anteriores, dividimos los niveles de los complejos
mitocondriales entre VDAC, para ver los cambios debidos a la abundancia mitocondria.
Como era de esperar, al no haberse encontrado cambios en VDAC, las diferencias
observadas en los niveles de los complejos mitocondriales a cada de la edad y/o el
genotipo se mantienen (Figura 47A, 47B, 47C y 47E).
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Figura 47. Niveles de los complejos de la ETC referidos a VDAC en musculo esquelético de
ratones jovenes y viejos, WT y TG. Los datos representados son la media + SEM de 6
repeticiones. (u.a. = unidades arbitrarias).

6.3 Estudio de marcadores de dinamica mitocondrial

A continuacion, estudiamos el efecto del envejecimiento y/o la sobreexpresion de
CYB5R3 sobre marcadores proteicos de la dindmica mitocondrial. Estos marcadores se
determinaron en extractos totales en el caso de MFN-1y MFN-2 (fusidn), asi como FIS1
y MFF (fision), mientras que la GTPasa DRP-1, relacionada con la fisién, se midi6 en
fracciones de mitocondrias aisladas ya que DRP-1 se transloca del citosol a la membrana
externa mitocondrial para producir la fision mitocondrial [248]. En este Gltimo caso, los
datos se normalizaron respecto a los de VDAC para corregir las posibles variaciones en
el enriquecimiento de membrana mitocondrial externa entre las diferentes preparaciones

mitocondriales.

Con relacién a las proteinas implicadas en la fusién mitocondrial, no se observaron
cambios debido a la edad o el genotipo para MFN-1 (Figura 48A), mientras que los
niveles de MFN-2 mostraron una disminucion sustancial con el envejecimiento en ratones
WT (Figura 48B). También se observo una tendencia hacia una disminucion de MFN-2

en ratones jovenes TG en comparacion con jovenes WT, pero no se mostré ninguna
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disminucion adicional en los ratones viejos TG (Figura 48B). Con relacién a las proteinas
implicadas en la fision mitocondrial, los niveles de FIS1 aumentaron significativamente
con el envejecimiento en ratones WT (Figura 48C). Es de destacar que la sobreexpresion
de CYB5R3 también produjo un aumento de FIS1 en jovenes TG en comparacion con
jévenes WT, pero no se observo ningun aumento significativo adicional en ratones viejos
TG (Figura 48C). Resulta llamativo que los cambios de los niveles de MFF con la edad
y/o el genotipo resultaron parecidos a los de FIS1 (Figura 48D). La medida directa de
DRP-1 en fracciones mitocondriales mostrdé un aumento en los niveles de esta proteina
con la sobreexpresion de CYB5R3 en ratones viejos (V-WT vs. V-TG) (Figura 48E). Por
su lado, los niveles detectados de VDAC, también en fracciones mitocondriales, no
mostraron cambios debidos a la edad ni al genotipo (Figura 48F). Por otra parte, los
niveles de DRP-1 asociado a las mitocondrias, corregidos por los niveles de VDAC
mitocondrial, también aumentaron por el envejecimiento en ratones WT (V-WT vs. J-
WT) y por la sobreexpresion de CYB5R3 en ratones adultos jovenes (J-TG vs. J-WT) y
nuevamente, no hubo cambios debido al envejecimiento en los ratones TG (V-TG vs. J-
TG) (Figura 48G). En conjunto, los cambios en los marcadores de proteinas de la
dindmica mitocondrial son consistentes con una prevalencia de fision en los grupos de
ratones viejos WT y jovenes TG, sin un aumento adicional de este proceso debido a la
edad en el caso de los ratones TG.
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Figura 48. Niveles de expresion de proteinas relacionados con la dinamica mitocondrial. MFN-
1 (A), MFN-2 (B), FIS1 (C), MFF (D), DRP-1 en fracciones enriguecidas en mitocondrias (E),
VDAC en fracciones enriquecidas en mitocondrias (F) y la relacion DRP-1 / VDAC medida en
fracciones mitocondriales enriquecidas (G). Las transferencias de Western tefiidas con
anticuerpo y con Ponceau S se muestran en el panel H. Los datos se muestran como media £ SEM
de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

6.4 Marcadores de biogénesis mitocondrial y coenzima Q

Abordamos tambien el estudio de marcadores proteicos del proceso de biogénesis
mitocondrial. Concretamente, estudiamos los niveles de TFAM y NRF-1, dos factores de
transcripcion clave que regulan este proceso [103]. Nuestros datos mostraron un efecto

consistente del envejecimiento, observandose una clara disminucion de ambos
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marcadores independientemente del genotipo, siendo la correspondiente a NRF-1
especialmente llamativa (Figuras 49A y 49B). En relacion con la biogénesis mitocondrial,
también se midieron los niveles de la sirtuina SIRT3, observandose que la sobreexpresion
de CYB5R3 tiende a incrementar los niveles de SIRT3 en los ratones jovenes (J-WT vs.
J-TG) (Figura 49C). Dicho incremento se encontré también en los ratones viejos de
genotipo silvestre (J-WT vs. V-WT), aunque no se observé en el grupo de los ratones
viejos de genotipo TG (J-TG vs. V-TG).

A NRF-1 B TFAM
2.0 Edad* 1.5 Edad**
Genotipo*
1.5
1.0
3 1.0 -
t 05- I'Y"
0.5 J J*
0011 r.nl Ij 0.0
JWT JTG VWT VTG JTG VWT VTG
SIRT3
5 . = - P Fp———— | -
Edad*  NRF-1
e : ""’"‘““" ”””””
- 3_
< ‘
3
2_
. R e e e - — =
! i SIRT3 —— — I
. =
JTG  VWT V-TG J-WT J-TG V-WT V-TG

Figura 49. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con la biogénesis mitocondrial en
animales jovenes y viejos. NRF-1 (A), TFAM (B), y SIRT3 (C). El panel D muestra las
transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se muestran como
media + SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

También determinamos los niveles de coenzima Q en extractos lipidicos obtenidos a
partir de homogenados totales de musculo esquelético, ya que existen investigaciones
previas que han documentado la disminucién en los niveles de este transportador de
electrones y antioxidante especificamente con el envejecimiento en este tejido, pero no
en otros [249]. En nuestra cohorte de ratones encontramos que el envejecimiento produjo
una disminucion de CoQgy CoQutal independientemente del genotipo (Figuras 50A y

50B), sin ningun cambio en la relacién entre las isoformas de CoQ (Figura 50E), y se
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comprobd que la sobreexpresion de CYB5R3 no modifico estos cambios (Figuras 50A,
50B, 50C y 50D).

En relacion con los niveles de coenzima Q, quisimos determinar también los niveles de
la hidroxilasa COQ7, por ser una proteina clave de la ruta de biosintesis del CoQ a la cual
se ha asignado un papel central en la regulacion de los niveles de este antioxidante [118].
En nuestro modelo de estudio encontramos que los niveles de COQ7 se vieron
aumentados con el envejecimiento, independientemente de la sobreexpresion de CYB5R3
(J-WT vs. V-WT; J-TG vs. V-TG) (Figura 50E).
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Figura 50. Niveles de coenzima Q medidos con HPLC en ratones jovenes y viejos. Coenzima
Qs (A), coenzima Q1o (B), coenzima Qi (C) y relacion coenzima Qo/Qio (D), y niveles de
expresion de la proteina COQ7 (E). Los datos se muestran como media + SEM de 6 réplicas.

(u.a. = unidades arbitrarias).

6.5 Ultraestructura, planimetria y estereologia de las mitocondrias
del musculo esquelético

El analisis bioquimico de los marcadores de proteinas mitocondriales descrito en los
apartados anteriores, nos indicd la existencia de adaptaciones en este organulo que
podrian modular la respiracion y la dinamica mitocondrial con el envejecimiento y/o la
sobreexpresion de CYB5R3. A la vista de estos resultados, decidimos realizar un analisis

ultraestructural de la poblacién mitocondrial, por microscopia electronica de transmision,
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para comprobar si los cambios observados hasta el momento, se traducian también en
modificaciones en la morfologia mitocondrial y/o en la cantidad de mitocondrias. Ya que
la ultraestructura observada en el mdsculo esquelético se ve muy afectada por la
orientacion en el corte de las fibras [250, 251], llevamos a cabo nuestros estudios tanto
en tejido cortado transversal como longitudinalmente. Ademas, debido a que el
gastrocnemio es un musculo mixto, y las alteraciones producidas por el envejecimiento o
por las distintas intervenciones pueden ser distintas en fibras blancas (glicoliticas, FB) y
rojas (oxidativas, FR), llevamos a cabo nuestros estudios de manera separada en ambos
tipos de fibras. Ademas, en el caso de la FR, analizamos de manera separada las

caracteristicas de los dos tipos de mitocondrias presentes en estas fibras (SSM e IMFM).

6.5.1 Estudio de cortes transversales de FB

En el estudio llevado a cabo con cortes transversales de FB, encontramos que la
sobreexpresion de CYB5R3 condujo a una disminucién notable del tamafio mitocondrial
medio en animales jovenes (J-WT vs. J-TG). El area de las mitocondrias en FB también
disminuy6 con el envejecimiento en los ratones WT pero, curiosamente, se observo un
aumento en ratones viejos TG en comparacion con los ratones con los WT de la misma
edad (V-TG vs. V-WT), asi como una tendencia hacia un aumento al comparar ratones
viejos TG con jévenes TG (Figura 51A).

Los efectos del envejecimiento y/o la sobreexpresion de CYB5R3 en el tamafio de las
mitocondrias se confirmaron mediante la comparacion estadistica de las distribuciones de
tamafo de todos los perfiles mitocondriales medidos en los grupos experimentales,
mostrando que el envejecimiento aumentaba la abundancia de perfiles mitocondriales
mas pequefios a expensas de los mas grandes en los ratones de genotipo WT (J-WT vs.
V-WT, Figura 51B). El analisis de distribucion del tamafio mitocondrial en FB también
confirmd que el nimero de perfiles mitocondriales mas pequefios aumentd a expensas de
perfiles mas grandes en los ratones jovenes TG en comparacion con los WT de la misma
edad (J-TG vs. J-WT), pero se encontrd lo contrario en los ratones viejos TG, que
exhibieron un aumento en el nimero de perfiles més grandes, no solo en comparacion
con viejos WT (V-TG vs. V-WT), sino también en comparacion con los ratones jovenes
TG (V-TG vs. J-TG) (Figura 51B).

En lo que respecta a la circularidad mitocondrial, encontramos que el envejecimiento

incremento este parametro en los ratones WT (J-WT vs. V-WT), pero lo disminuyé en
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los ratones transgénicos (J-TG vs. V-TG). Por su parte, la sobreexpresion de la enzima no
afecto a la circularidad mitocondrial en los ratones jovenes, mientras que en los ratones
viejos produjo una disminucion (V-WT vs. V-TG) (Figura 51C).

En cuanto a los parametros estereoldgicos relacionados con la abundancia mitocondrial,
Na disminuyd en FB por la sobreexpresion de CYB5R3, tanto en ratones jovenes (J-TG
vs. J-WT) como en los viejos (V-TG vs. V-WT) (Figura 51D). La Vv mitocondrial
también se redujo por la sobreexpresion de CYB5R3 en ratones jovenes (J-WT vs. J-TG)
(Figura 51E), lo que concuerda con las disminuciones tanto del tamafio mitocondrial
como del Naen los ratones jovenes TG (Figuras 51A y 51D). La Vv mitocondrial también
disminuy6 con el envejecimiento en los ratones WT (Figura 51E), pero la fuerte
disminucion en el tamafio de las mitocondrias en estos animales se compenso
parcialmente aqui por un aumento en el ndmero de mitocondrias, lo cual atenud
parcialmente la disminucién de Vv con el envejecimiento en los ratones WT (Figuras
51A, 51D y 51E). Curiosamente, a pesar de que el nimero mitocondrias disminuyd con
el envejecimiento en ratones TG (Figura 51D), el valor de Vv aument¢ significativamente
en los ratones viejos TG (Figura 51E), no solo en comparacion con los animales WT de
la misma edad sino también con los jovenes TG, probablemente debido al aumento
significativo en el tamafio de los perfiles mitocondriales observado en los ratones viejos
TG (Figura 51A). Los cambios observados en Vv se corroboraron con los datos obtenidos
en Fa (Figura 51F).

En la Figura 51G se muestran micrografias representativas de secciones transversales de

FB de todos los grupos experimentales.
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Figura 51. Caracteristicas morfométricas de las mitocondrias de fibras blancas (FB) del
musculo gastrocnemio en ratones jovenes y viejos en secciones transversales. Area mitocondrial
(A), distribucién del tamafio mitocondrial (B), circularidad (C), densidad de perfil numérico (Na)
(D) y densidad de volumen (V) (E) y area fraccional (FA) (F). El panel G muestra micrografias
de microscopia electronica representativas de cada grupo. Las flechas marcan algunas
mitocondrias. Los datos se muestran como media £ SEM de 4 animales.

6.5.2 Estudios en cortes longitudinales de FB

Los cambios debidos al envejecimiento y/o la sobreexpresion de CYB5R3 en las
caracteristicas ultraestructurales de las mitocondrias de FB en las secciones longitudinales

del gastrocnemio fueron similares a los observados en las secciones transversales, aunque
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la extension de estos cambios se encontr6 atenuada en comparacion con las diferencias
encontradas en las secciones transversales. Esto se puede observar especialmente en el
area mitocondrial, donde no se encontraron diferencias significativas entre los distintos
grupos experimentales (Figura 52A). El analisis de distribucion del tamafio de todos los
perfiles mitocondriales medidos en secciones longitudinales (Figura 52B) dio resultados
similares a los de las secciones transversales (Figura 52B), encontrandose un aumento de
mitocondrias pequefias y un descenso de mitocondrias de mayor tamarfio con la edad (J-
WT vs. V-WT), lo que también ocurrio con la sobreexpresion de la enzima en ratones
jovenes (J-TG vs. J-TG). Sin embargo, los animales V-TG mostraron un aumento de
mitocondrias de mayor tamafio tanto respecto a los WT de la misma edad (V-TG vs. V-
WT) como a los jovenes TG (V-TG vs. J-TG) (Figura 52B). No obstante, las diferencias
encontradas tras el andlisis en cortes longitudinales, aunque fueron estadisticamente
significativas, no fueron tan notorias como las encontradas para los cortes transversales,
lo que sugiere que el envejecimiento y la sobreexpresion de CYBS5R3 alteran la
morfologia mitocondrial en FB.

En lo que respecta a la circularidad, la sobreexpresion de CYB5R3 hizo que las
mitocondrias fueran menos circulares en los animales jovenes (J-WT vs. J-TG) (Figura
52C), lo que también se produjo como consecuencia del envejecimiento en ratones de
genotipo WT (J-WT vs. V-WT). En los ratones transgénicos, que ya tenian mitocondrias
menos circulares que los controles a los 7 meses, no se observo ninguna alteracion de este
pardmetro con la edad (J-TG vs. V-TG) (Figura 52C).

Entre los cambios mas llamativos cabe destacar la disminucion del pardmetro Vv en los
ratones jovenes TG (Figura 52E), que concuerda con la disminucién observada en Fa
(Figura 52F), y que probablemente se deba a un menor nimero de mitocondrias, como
indica el valor de Na (J-WT vs. J-TG) (Figura 52D). Estas disminuciones se ven paliadas

con el envejecimiento (J-TG vs. V-TG).

En la figura 52G se muestran micrografias representativas de secciones longitudinales de

FB de todos los grupos experimentales.
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Figura 52. Caracteristicas morfométricas de las mitocondrias de FB del muasculo gastrocnemio
en ratones jovenes y viejos en secciones longitudinales. Area mitocondrial (A), distribucion del
tamafio mitocondrial (B), circularidad (C), densidad de perfil numérico (Na) (D) y densidad de
volumen (W) (E) y &rea fraccional (FA) (F). El panel G muestra micrografias de microscopia
electronica representativas de cada grupo. A modo de ejemplo se han sefialado algunas
mitocondrias con flechas. Los datos se muestran como media + SEM de 4 animales.

6.5.3 Estudio en cortes transversales de FR

En cortes transversales de FR, encontramos que el envejecimiento produjo una
disminucion en el tamafio medio de las SSM e IMFM en los ratones WT (V-WT vs. J-
WT), pero esta disminucion dependiente del envejecimiento fue mitigada por la
sobreexpresion de CYB5R3, de forma que el tamafio de las mitocondrias fue
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significativamente mayor en los ratones viejos TG en comparacion con los ratones WT
de la misma edad (V-TG vs. V-WT) (Figuras 53A y 53B).

La comparacion estadistica de las distribuciones de tamafio de todos los perfiles
mitocondriales medidos confirmd que el envejecimiento y la sobreexpresion producian
unos perfiles de distribucion de tamafos diferentes. Mientras que el envejecimiento
aumento la abundancia de perfiles mas pequefios, tanto en el caso de SSM como en las
IMFM (V-WT vs. J-WT), la sobreexpresion de CYB5R3 aumento el nimero de perfiles
de SSM e IMFM mas grandes en los ratones TG viejos en comparacion con los WT de la
misma edad (V-TG vs. V-WT) (Figura 53C y 53D). Ademaés, este anlisis mostré un
efecto mas sutil de la sobreexpresion de CYB5R3, aumentando el nimero de perfiles
mitocondriales mas pequefios en los ratones TG jovenes en comparacion con los WT de

la misma edad, como también habiamos encontrado en FB (Figura 51B).

La circularidad de las SSM tendié a incrementarse con el envejecimiento en los ratones
WT (J-WT vs. V-WT) aungue este efecto fue abolido por la sobreexpresion de CYB5R3
(J-TG vs. V-TG) (Figura 53E). En este sentido, la sobreexpresion de CYB5R3 causé una
disminucion de la circularidad de esta poblacion de mitocondrias en los animales viejos
(V-WT vs. V-TG) (Figura 53E). Por su parte, las IMFM no sufrieron cambios en la

circularidad en ninguno de los grupos experimentales (Figura 53F).
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Figura 53. Caracteristicas planimétricas de las mitocondrias de las fibras rojas (FR) del
musculo gastrocnemio en ratones jovenes y viejos en secciones transversales. Area de
mitocondrias subsarcolémicas (SSM) (A), mitocondrias intermiofibrilares (IMFM) area (B),
distribucion de tamafios SSM (C), distribucién de tamafios IMFM (D), circularidad de SSM (E),
circularidad de IMFM (F). En el panel G se muestran micrografias representativas de
microscopia electronica de cada grupo. Las flechas blancas muestran SSM y las negras IMFM.
Los datos se muestran como media + SEM de 4 animales.

Con respecto a la estereologia mitocondrial en FR, encontramos que el valor de Na
permanecio sin cambios entre los distintos grupos experimentales (Figura 54A). Sin
embargo, el de Vv exhibi6 una disminucion con el envejecimiento en los ratones WT,
probablemente debido a la disminucidon en el tamafio de las mitocondrias, pero no en los
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TG. En consecuencia, el valor de Vv mitocondrial en FR también fue significativamente
mayor en los animales TG viejos que en los WT de la misma edad (V-TG vs. V-WT)
(Figura 54B). De nuevo, los datos de Vv se corroboraron con los de Fa (Figura 54C).

En la Figura 53G se muestran micrografias representativas de secciones transversales de
FR de todos los grupos experimentales.
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Figura 54. Esterologia de las mitocondrias de FR del masculo gastrocnemio en ratones jovenes
y viejos en secciones transversales. Densidad de perfil numérico (Na) (A) y densidad de volumen
(Vv) (B) y area fraccional (FA) (C).

6.5.4 Estudio en cortes longitudinales de FR

El analisis de las secciones longitudinales confirmé la disminucion del tamafio de las
SSM con el envejecimiento en los ratones WT (J-WT vs. V-WT) (Figura 55A). Sin
embargo, las IMFM, que fueron de menor tamafio en secciones transversales, no
mostraron disminucion con la edad en las secciones longitudinales (Figura 55B), lo que
indica nuevamente una modificacion en la forma de estos organulos con el
envejecimiento. También se confirmé el aumento del tamafio mitocondrial (tanto en SSM
como en IMFM) por la sobreexpresién de CYB5R3 en ratones viejos (V-WT vs. V-TG)
(Figuras 55A y 55B).

El andlisis de distribucion del tamafio de todos los perfiles mitocondriales, tanto SSM
como IMFM, medidos en secciones longitudinales mostré nuevamente que el efecto de
la sobreexpresion de CYB5R3 sobre el tamafio mitocondrial se maximiza en animales
viejos (Figura 55C y 55D).

El pardmetro de circularidad mostr6 mas cambios que los observados en cortes
transversales. La circularidad, tanto de SSM como de IMFM, disminuyé con la
sobreexpresion de CYB5R3 en ratones jovenes (J-WT vs. J-TG), mientras que aumento

en los viejos (V-WT vs. V-TG). Por su lado, el envejecimiento también causé una
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disminucioén de la circularidad para ambos tipos de mitocondrias (J-WT vs. V-WT), efecto
que se vio paliado por la sobreexpresion de CYB5R3, anulando asi las diferencias en el
caso de las IMFM, y causando un aumento de la circularidad en las SSM (J-TG vs. V-
TG) (Figura 55E y 55F).
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Figura 55. Caracteristicas planimétricas de las mitocondrias de las FR del musculo
gastrocnemio en ratones jovenes y viejos en secciones longitudinales. Area de mitocondrias
subsarcolémicas (SSM) (A), mitocondrias intermiofibrilares (IMFM) area (B), distribucion de
tamafios SSM (C), distribucion de tamafios IMFM (D), circularidad de SSM (E), circularidad de
IMEM (F). En el panel G se muestran micrografias representativas de microscopia electronica
de cada grupo. Se han sefialado SSM con flechas blancas e IMFM con flechas negras. Los datos
se muestran como media + SEM de 4 animales.
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Con respecto a los parametros estereologicos, también confirmamos el aumento en la
abundancia mitocondrial (Vv) (Figura 56B) y en Fa (Figura 56C) en ratones viejos que
sobreexpresan CYB5R3 (V-WT vs. V-TG, J-TG vs. V-TG), pero sin cambios

estadisticamente significativos en el nimero de mitocondrias (Na) (Figura 56A).

En la figura 55G se muestran micrografias representativas de secciones longitudinales de

FR de todos los grupos experimentales.
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Figura 56. Esterologia de las mitocondrias de FR del masculo gastrocnemio en ratones jovenes
y viejos en secciones transversales. Densidad de perfil numérico (Na) (A), densidad de volumen
(Vv) (B) y area fraccional (FA) (C).

6.6 Marcadores de autofagia y mitofagia

A continuacién, estudiamos marcadores bien establecidos de macroautofagia general,
como LC3AB y P62, y de mitofagia, la via selectiva para el aclaramiento autofagico de
mitocondrias dafiadas, como PINK1y PARKIN.

La sobreexpresion de CYB5R3 condujo a un aumento significativo de los niveles de
LC3AB I en ratones adultos jovenes (J-TG vs. J-WT, Figura 57A) y, aunque los niveles
de LC3AB Il no se vieron afectados (Figura 57B), estos cambios no se tradujeron en
modificaciones significativas de la relacion LC3AB Il a LC3AB I (Figura 57C).

Cabe destacar que el envejecimiento produjo aumentos sustanciales en los niveles de
LC3AB | y LC3AB Il en ratones WT, y estos aumentos fueron mitigados por la
sobreexpresion de CYB5R3 (Figuras 57A y 57B). Nuevamente, estos cambios tuvieron
lugar sin alteraciones significativas en la relacion LC3AB I/ | (Figura 57C).

En el caso de P62, nuestro hallazgo mas destacado fue su disminucion sustancial en
ratones TG viejos en comparacion con los ratones jovenes del mismo genotipo (V-TG vs.
J-TG, Figura 57D). Con respecto a los dos marcadores de mitofagia analizados, no se
encontraron diferencias entre ninguno de los grupos experimentales para los niveles de

PINK1 (Figura 57E), pero se observé una disminucién significativa en los niveles de
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PARKIN en el grupo de ratones TG viejos en comparacion con los ratones de genotipo
WT de la misma edad (V-TG vs. V-WT, Figura 57F).
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Figura 57. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con autofagia en musculo
esquelético de animales WTy TG, jovenesy viejos. LC3AB | (A) y LC3 AB Il (B), laratio LC3AB
I1/1 (C), P62 (D), PINK1 (E) y PARKIN (F). El panel G muestra las transferencias de Western
tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se muestran como media £ SEM de 6 animales.

6.7 Andlisis de figuras de autofagia por microscopia electronica

Dada la gran diversidad de figuras de autofagia diferentes identificadas en las imagenes
y la disparidad de tamafio entre ellas, no se incluye el estudio del area de estas figuras.
Nuestros resultados muestran que los animales jovenes TG tienen una menor abundancia
(Na) de figuras de autofagia respecto a los WT de la misma edad (J-WT vs. J-TG) en fibra
blanca (Figura 58A). Este descenso en Na se tradujo en una tendencia a disminuir Fa
(Figura 58B) y Vv (Figura 58C) al comparar los dos grupos mencionados. En lo que

respecta a la edad, no se encontraron diferencias en la abundancia de figuras de autofagia
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en los animales WT, mientras que si se constato un incremento en los ratones TG viejos,
respecto a los jovenes del mismo genotipo (J-TG vs. V-TG) (Figuras 58A-C).

La cuantificacion de los pardmetros estudiados mostré tendencias similares en los grupos
experimentales para FR y FB, si bien en el caso de FR las diferencias debidas a la edad o
a la sobreexpresion de CYB5R3 no resultaron estadisticamente significativas (Figuras
58D-F).
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Figura 58. Esterologia de las figuras de autofagia de FB y FR en gastrocnemio de animales
WT y TG, jévenes y viejos. Densidad de perfil numérico (Na) (A) y densidad de volumen (Vv) (B)
y area fraccional (FA) (C) en FB, y Na (D), Vv (E) y FA (F) en FR. Los datos se muestran como
media £ SEM de 4 animales.

6.8 Marcadores de apoptosis

Por ultimo, se llevé a cabo el estudio de marcadores de las distintas vias de apoptosis (via
extrinseca, via intrinseca y via independiente de caspasas), en las que también tiene un
papel clave la mitocondria.

Como marcador de la via extrinseca, se midieron los niveles de procaspasa-8 en citosol,
que se vieron aumentados en ratones jovenes por la sobreexpresion de CYB5R3 (J-WT
vs. J-TG). El envejecimiento también aumenté de forma destacada los niveles de
procaspasa-8 en los ratones de genotipo WT (J-WT vs. V-WT) y mostrd una tendencia a
incrementarlos también en los ratones de genotipo TG (J-TG vs. V-TG) (Figura 59A). La
caspasa-8 activa produce la rotura de BID, de forma que se genera BID truncado, que se
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integra en la mitocondria para reclutar y activar a BAX [206]. Los niveles de BID en
mitocondria no mostraron diferencias como consecuencia de la sobreexpresion de la
enzima (J-WT vs. J-TG, V-WT vs. V-TG). La edad produjo un descenso en los niveles de
esta proteina en los ratones transgénicos (J-TG vs V-TG) (Figura 59B). Sin embargo, los
niveles de BID truncado no se vieron afectados por la edad ni por la sobreexpresion de
CYB5R3 (Figura 59C).
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Figura 59. Niveles de expresién de proteinas relacionadas con la via extrinseca de apoptosis
en masculo esquelético de animales WT y TG, jovenes y viejos. Procaspasa-8 (A), BID (B), y
BID truncado en fracciones enriquecidas en mitocondrias (C). Cada gréfica tiene debajo las
transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se muestran como
media = SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

En cuanto a la via intrinseca, se midieron en primer lugar marcadores proapoptoticos y
antiapoptoticos. Se determinaron los niveles de BCL-2 en extractos totales, como una de
las principales proteinas antiapoptoticas, y de BAX en fracciones mitocondriales, como
una de las principales proteinas proapoptoticas. Ademas, se calcul6 la ratio BCL-2/BAX,
ya que los cambios en esta relacion han sido considerados clasicamente como un
marcador del destino celular hacia la supervivencia (aumento) o muerte (disminucion)
[252, 253]. En nuestro modelo de estudio encontramos que los niveles de BCL-2 en
extractos totales de musculo esquelético disminuyeron con el envejecimiento, tanto en
ratones WT como TG, sin observarse efecto de la sobreexpresion de la CYB5R3 (Figura
60A). Sin embargo, los niveles de BAX mitocondrial, aunque no se vieron afectados por
el envejecimiento en los ratones WT (J-WT vs. V-WT), experimentaron un considerable
aumento como consecuencia de la edad en los ratones TG (J-TG vs. V-TG) y de la
sobreexpresion de CYB5R3 en los ratones viejos (V-WT vs. V-TG) (Figura 60B). Como
resultado, la ratio BCL-2/BAX disminuy0 significativamente con el envejecimiento,

siendo esta bajada ain més acusada en los ratones TG (Figura 60C).

148



Capitulo 3. Efecto del envejecimiento y la sobreexpresion de CYB5R3

A BCL-2 B BAX (mitocondria) C Ratio BCL-2/BAX

1.0- 4 . 1.5q
Edad** Genotipo Edad***

J=* Edad**
. NARN
©
- |l‘ ﬂ
0.0 T T
TG

3 |
I
JWT - V-WT  V-TG

e e T
— Bsssa=sssssaasass | | -

Figura 60. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con el desencadenamiento de la via
intrinseca de apoptosis en musculo esquelético de animales WT y TG, jovenes y viejos. BCL-2
(A), BAX en fracciones enriquecidas en mitocondrias (B), ratio BCL-2/BAX (C), Cada gréafica
tiene debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se
muestran como media + SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).

1.04

u.a.

*

0.5+ J |

- |-‘=| e
I 1 1 0.0 1 1
J-TG

2
1
0

1
JWT VWT VTG JWT  JTG VWT VTG

ot
=

El balance entre estas proteinas determinard la apertura del poro en la mitocondria
permitiendo la liberacién de citocromo ¢ y APAF-1. La cuantificacién del citocromo ¢ en
citosol mostr6 una tendencia a aumentar en animales TG viejos respecto a los WT de la
misma edad (V-WT vs. V-TG) (Figura 61A). Por su lado, APAF-1 sufrié un gran aumento
por la sobreexpresion de CYB5R3 en ratones jovenes (J-WT vs. J-TG) aunque,
curiosamente, el envejecimiento causé un descenso significativo de este factor
precisamente en los ratones TG (J-TG vs. V-TG) (Figura 61B).

El apoptosoma, complejo citosélico multiproteico formado por APAF-1 y citocromo c,
activa a la caspasa-9. Los niveles de procaspasa-9 en citosol disminuyeron con el
envejecimiento en los ratones de genotipo WT (J-WT vs. V-WT), efecto que se vio
abolido por la sobreexpresién de CYB5R3 (Figura 61C). En cuanto a los niveles de la
forma activa, nuestros resultados mostraron una bajada significativa de la caspasa-9 en
ratones viejos por la sobreexpresion de CYB5R3 (V-WT vs. V-TG y J-TG vs. V-TG)
(Figura 61D).

Dado que APAF-1 cumple también funciones en el nicleo, se midieron los niveles de
esta proteina en extractos nucleares. Los niveles de APAF-1 en nucleo bajaron con la
edad tanto en animales WT como TG, siendo la bajada méas acusada en estos ultimos (J-
WT vs. V-WT y J-TG vs. TG) (Figura 61E). Ademas, en los animales viejos la
sobreexpresion de CYB5R3 causo un descenso aun mayor de APAF-1 en nucleo (V-WT
vs. V-TG) (Figura 61E).

Tanto el desencadenamiento de la apoptosis por la via intrinseca como por la extrinseca

Ilevan a la activacidn de caspasas ejecutoras, entre las que se encuentra la caspasa-3, por
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lo tanto, se midieron los niveles de caspasa-3 y procaspasa-3 en citosol. Mientras que no
se detect0 caspasa-3 activa, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de
procaspasa-3 debidas a la edad o al genotipo (Figura 61F).
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Figura 61. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con la via intrinseca de apoptosis en
musculo esquelético de animales WT y TG, jovenes y viejos. Citocromo ¢ en fracciones
citosdlicas (A), APAF-1 (B), Procaspasa-9 en fracciones citosolicas (C), Caspasa-9 en fracciones
citosélicas (D), APAF-1 en fracciones enriquecidas en nicleo (E), y Procaspasa-3 en fracciones
citosélicas (F). Cada gréfica tiene debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo
y con Ponceau S. Los datos se muestran como media + SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades
arbitrarias).

Tras iniciarse la via intrinseca también se liberan proteinas que van a desencadenar la
apoptosis independiente de caspasas. Como marcadores de la ruta independiente de
caspasas se midieron los niveles de AIF y ENDOG. AIF se encuentra en mitocondria,
donde se observo un aumento con la edad en los animales con genotipo WT (J-WT vs. V-
WT) (Figura 62A). Ya que esta proteina se libera a citosol cuando se produce la
permeabilizacion de las membranas mitocondriales, procedimos también a cuantificar la
presencia de AIF en compartimentos extramitocondriales. En citosol, los niveles de AIF

se vieron afectados por la edad solo en animales de genotipo TG (J-TG vs. V-TG), en los
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que evidenciamos un descenso significativo. Los niveles de AIF en citosol fueron también
significativamente menores en los ratones viejos TG en comparacién con los WT de la
misma edad (V-WT vs. V-TG) (Figura 62B). Una vez que AIF es liberado desde la
mitocondria al citosol, se transloca al ndcleo para llevar a cabo su accién proapoptética
promoviendo la degradacion de la cromatina, por lo que también se midieron sus niveles
en extractos nucleares. Mientras que la sobreexpresion de CYB5R3 tendi6 a aumentar los
niveles de AIF nuclear en los ratones jovenes (J-WT vs. J-TG), produjo una disminucién
en el grupo de viejos (V-WT vs. V-TG) (Figura 62C). El envejecimiento, por su parte,
también disminuyd los niveles de AIF nuclear en los animales TG (J-TG vs. V-TG)
(Figura 62C). En lo que respecta a los niveles de ENDOG (determinada en extractos
nucleares), nuestros resultados mostraron una subida considerable como consecuencia de
la edad en los ratones de genotipo WT (J-WT vs. V-WT), un efecto que se vio paliado
con la sobreexpresion de CYB5R3 (Figura 62D).
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Figura 62. Niveles de expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis independiente de
caspasas en musculo esquelético de animales WT y TG, jovenes y viejos. AIF en fracciones
enriquecidas en mitocondria (A), AIF en fracciones citosélicas (B), AIF en fracciones
enriquecidas en nucleo (C) y ENDOG en fracciones enriquecidas en nucleo (D). Cada grafica
tiene debajo las transferencias de Western tefiidas con anticuerpo y con Ponceau S. Los datos se
muestran como media + SEM de 6 réplicas. (u.a. = unidades arbitrarias).
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6.9 Discusion

Durante los ultimos afios se ha reconocido un papel clave de la CYB5R3 en la regulacion
del metabolismo respiratorio y el envejecimiento. Utilizando un modelo de levadura, el
grupo donde se ha desarrollado esta Tesis Doctoral mostré que la sobreexpresion de
NQR1, ortélogo de CYB5R3 de mamifero, induce un cambio desde un metabolismo
fermentativo a uno respiratoria, y extiende la longevidad tanto cronoldgica como
replicativa [254]. En mamiferos, se ha comprobado que la expresion y actividad de
CYB5R3 pueden ser inducidas por la RC, lo que contribuye a prevenir la acumulacion de
dafio por estrés oxidativo con el envejecimiento [53, 54, 218]. La regulacién al alza de la
expresion del gen CYB5R3 en respuesta a factores de estrés ambiental y al ayuno esta
mediada por la accion coordinada de los factores de transcripcion Nrf2 y FOX03a [207].
Por el contrario, la disminucion en la abundancia de la proteina CYB5R3 que se ha
observado en fibroblastos embrionarios murinos Nrf2”- se ha asociado con unas tasas de
proliferacion mas bajas y un fenotipo senescente muy marcado [255].

Para obtener nuevos conocimientos sobre el papel fisiologico de CYB5R en el contexto
del metabolismo y el envejecimiento, generamos una linea transgénica de ratones que
sobreexpresa el gen CYB5R3 de rata (TG). Los ratones TG no solo exhiben algunos de
los efectos saludables observados con la RC, asociados a la modulacion del metabolismo
de los lipidos, sino que también muestran una mayor longevidad que los WT, lo que
también se ha observado en ratones transgénicos dobles que sobreexpresan CYB5R3 y
NAD(P)H: gquinona oxidorreductasa 1 (NQO1) [55, 256]. Un ensayo de microarrays de
ARN derivado de higado de ratones WT y de ratones que sobreexpresan CYB5R3 ha
evidenciado la existencia de diferencias significativas en conjuntos de genes relacionados
con la funcion mitocondrial, mas aun, un estudio mediante Ingenuity Pathway Analysis
(IPA) demostro la existencia de una expresion inducible por CYB5R3 de transcritos
asociados con rutas relacionadas con la respiracion aerdbica (p. ej., biosintesis del
coenzima Q y fosforilacién oxidativa) [55]. Sin embargo, como hemos mostrado en el
capitulo anterior y en nuestra publicacién previa, algunas de las adaptaciones metabolicas
de la RC se ven obstaculizadas por la sobreexpresion de CYB5R3 [216]. En este sentido,
mientras que los ratones WT alimentados bajo condiciones de RC mostraron aumentos
significativos en la masa mitocondrial y en marcadores de fusion (MFN-1) y biogénesis
(NRF-1) mitocondrial en el musculo esquelético de las extremidades traseras, los ratones

TG sometidos también a RC no mostraron un aumento en la masa mitocondrial,
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independientemente de un claro aumento de la expresion de TFAM y de los complejos
mitocondriales [216].

Nos resultaba particularmente interesante dilucidar como la sobreexpresion de CYB5R3
se dirige a marcadores clave relacionados con la fisiologia mitocondrial, la sefializacion
autofagicay la apoptosis en el musculo esquelético de ratones viejos, dado el papel central
que juegan estas vias en la determinacion de la tasa de envejecimiento [208], y la
importancia fisiologica que tiene el musculo esquelético como el tejido postmitoético con
una mayor contribucion al gasto energético global del ratén [257].

Nuestros resultados obtenidos tras el andlisis de tejidos procedentes de animales viejos
de genotipos WT o TG han indicado que CYB5R3 resulta altamente sobreexpresada en
homogeneizados de musculo esquelético de los ratones TG viejos, lo que concuerda con
lo observado en el capitulo anterior para animales jovenes [55, 216]. Ademas, mostramos
aqui por primera vez que el envejecimiento no modifica el patron de sobreexpresion de
CYB5R3 y el polipéptido sobreexpresado se dirige eficazmente a mitocondrias y
membranas ligeras en el masculo esquelético de los ratones TG. Por tanto, este tejido se
constituye un modelo adecuado para estudiar los efectos directos de la sobreexpresion de
CYB5R3 tanto en ratones jovenes como en ratones viejos. CYB5R3 enddgeno se
incremento significativamente por el envejecimiento, lo que concuerda con los resultados
informados por Ubaida-Mohien et al. para el masculo esquelético humano [151], aunque
los niveles enddgenos del polipéptido que se alcanzaron en los ratones viejos WT fueron
extremadamente bajos en comparacion con los ratones TG.

La disfuncion mitocondrial es uno de los sellos distintivos del envejecimiento [1], y la
optimizacion de la funcion mitocondrial esta relacionada con una disminucién del estrés
oxidativo y una mayor longevidad [258]. Asi, en el presente estudio nos propusimos
estudiar como el envejecimiento y/o la sobreexpresion de CYB5R3 afectaban a varios
marcadores proteicos relacionados con el metabolismo, la dindmica y la biogénesis
mitocondrial, asi como con el reciclaje autofagico y la apoptosis.

Los complejos mitocondriales I, 111, IV y V disminuyeron con el envejecimiento en el
musculo esquelético de los ratones WT. La disminucion del complejo | relacionada con
el envejecimiento concuerda con nuestra investigacion anterior [70] y estéa en linea con
publicaciones anteriores [250, 259]. El hecho de que nuestro estudio anterior no destacara
disminuciones de los complejos IllI, IV y V con el envejecimiento podria deberse a
diferencias en el disefio del estudio en términos de edad (21 vs. 24 meses), dieta (AIN93G

vs. AIN93M) y patrén de alimentacion (restriccion calorica del 5% frente a ingesta ad
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libitum). También se ha descrito una disminucion del complejo IV para el musculo
esquelético de las personas mayores [260].

La sobreexpresion de CYB5R3 afectd profundamente la abundancia de complejos ETC,
y el aumento del complejo Il en ratones TG adultos jovenes concuerda con nuestra
publicacién anterior [216]. Sin embargo, los efectos mas llamativos de la sobreexpresion
de CYB5R3 en los complejos ETC se observaron en ratones TG viejos, que exhibieron
aumentos significativos de los complejos I, Il y IV. Ademas, la sobreexpresiéon de
CYB5R3 abolio las disminuciones relacionadas con el envejecimiento de los complejos
I, I, IV y V, lo que indica un efecto protector contra la disfuncién mitocondrial
relacionada con el envejecimiento [55]. Es de destacar que la sobreexpresion en musculo
esquelético y corazén de IncRNA (LINC00116), que codifica la microproteina altamente
conservada Mitoregulina (MtIn), promueve un cambio de la glucdlisis a la respiracion,
mejora la eficiencia respiratoria y optimiza el metabolismo mitocondrial a través de un
mecanismo que se basa en su interaccion con CYB5R3, que se requiere para proporcionar
un entorno lipidico favorable que preserve la interaccion del complejo respiratorio | en
supercomplejos [261, 262]. Por otra parte, se ha descrito que la RC también aumenta los
niveles de complejo | en el higado, sin aumentar la produccion de ROS [66].

Como indicamos en el capitulo anterior, la mayor abundancia de complejos ETC podria
deberse a alteraciones en la composicion de las membranas mitocondriales, pero también
a cambios en la abundancia mitocondrial. Para distinguir entre estas dos posibilidades,
medimos los niveles de VDAC, una proteina mayoritaria de la membrana mitocondrial
externa que se emplea como un marcador bioquimico bien establecido de abundancia
mitocondrial [173]. A pesar de que se ha documentado que la masa mitocondrial
disminuye durante el envejecimiento [263], no encontramos cambios en los niveles de
VDAC que pudieran atribuirse a la edad o al genotipo. No obstante, también se ha
documentado un mantenimiento de los niveles de VDAC con el envejecimiento en el
musculo esquelético de los monos Rhesus [264]. Por lo tanto, los aumentos de los
marcadores de la ETC que observamos en ratones viejos TG no parecen deberse a
cambios en la abundancia mitocondrial, sino mas probablemente a alteraciones
intrinsecas en la composicién de las membranas mitocondriales. Asimismo, se ha
comprobado también que la sobreexpresion de Mtln mejora la eficiencia respiratoria al
reforzar el ensamblaje de proteinas en complejos y/o su estabilidad, independientemente

de las alteraciones en la masa mitocondrial [261].
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Dado que los procesos de fusion y fision mitocondrial son necesarios para mantener un
estado saludable de las mitocondrias en el masculo esquelético, y ya que la morfologia
mitocondrial cambia con el envejecimiento [265, 266], también nos intereso dilucidar el
efecto del envejecimiento y/o sobreexpresion de CYB5R3 sobre marcadores clave de la
dindmica de fusion y fision mitocondrial. Este analisis se combin6 ademas con el estudio
de la morfologia mitocondrial por microscopia electronica. En ratones WT, el
envejecimiento produjo una disminucion sustancial en los niveles de MFN-2 que fue
acompariada de un aumento generalizado de marcadores de fision. Llama la atencion que
la sobreexpresion de CYB5R3 produjera en los ratones TG jovenes cambios similares a
los causados por el envejecimiento en el grupo de genotipo WT, aunque no se produjeron
mas alteraciones con el envejecimiento en el grupo TG. Nuestros resultados estan
totalmente de acuerdo con las demostraciones anteriores de que los niveles de MFN-2
disminuyen con el envejecimiento en el masculo esquelético del ratdn, lo que conduce a
una disfuncion mitocondrial y la acumulacion de mitocondrias dafiadas. Ademas, la
ablacion de MFN-2 genera una marca genética relacionada con el envejecimiento,
caracterizada por la inhibicion de la mitofagia y el deterioro de la calidad mitocondrial,
lo que contribuye a exacerbar la disfuncion mitocondrial relacionada con la edad [267].
La falta de una disminucion en los niveles de MFN-2 con el envejecimiento en los ratones
TG refuerza la importancia de la expresion de CYB5R3 para prevenir la disfuncion
mitocondrial asociada el envejecimiento en el mdsculo esquelético. Mas aun, también
hemos publicado recientemente en nuestro grupo de investigacion que los niveles de
MFN-2 estan aumentados en el musculo esquelético de las extremidades traseras de
ratones sometidos a RC [70], lo cual es consistente con la idea de que algunos de los
beneficios asociados a esta intervencion nutricional podrian estar relacionados con el
aumento de MFN-2. Sin embargo, las investigaciones previas encaminadas a dilucidar
los posibles cambios de MFN-2 con el envejecimiento en el musculo esquelético humano
han arrojado resultados contradictorios. En este sentido, mientras que existen estudios
que han informado una disminucién de MFN-2 con el envejecimiento en el masculo
esquelético humano [260, 268], y la restauracion de sus niveles con el ejercicio [268],
otros han informado niveles de MFN-2 similares [269-271] o incluso superiores en
musculos esqueléticos humanos envejecidos [272], sefialando la existencia de
mecanismos especificos de especie que determinan como los niveles de MFN-2 se alteran

con el envejecimiento.
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En lo referente al marcador de fision analizado, encontramos que DRP-1 unido a
mitocondrias también se incremento significativamente en los ratones TG, efecto que es
similar al que habiamos demostrado previamente para los ratones alimentados a largo
plazo bajo condiciones de RC [70], y que podria indicar un efecto mimético de la
sobreexpresion de CYB5R3 con la RC.

Investigaciones llevadas a cabo en otro grupo de investigacion han demostrado que el
envejecimiento afecta al tamafio de las mitocondrias de manera diferencial segun el tipo
de mausculo: mientras que el s6leo (un madsculo oxidativo rojo) mostré una mayor
fragmentacion de las SSM y las IMFM con el envejecimiento, y este cambio fue atenuado
por la RC, el gastrocnemio blanco (un muasculo glucolitico) presentd6 SSM agrandadas e
IMFM mas complejas / ramificadas con el envejecimiento, teniendo la RC solo un efecto
marginal sobre estas alteraciones [251].

Es importante sefialar que, aungue tanto el envejecimiento como la sobreexpresion de
CYB5R3 aumentaron los niveles de marcadores de fision en el musculo esquelético de
las extremidades traseras, estos dos factores tuvieron resultados diferentes en la
morfologia y abundancia mitocondrial. En cortes transversales de FB del gastrocnemio
rojo, encontramos que el aumento de los marcadores de fision asociados con el
envejecimiento se acompario de una disminucion del tamafio de las mitocondrias y un
aumento del ndmero de mitocondrias en los ratones WT. En FR, el envejecimiento
también condujo a una disminucion del tamafio de las SSM y las IMFM, lo que indica
una prevalencia de la fragmentacion mitocondrial con una edad avanzada, lo cual
concuerda con los cambios observados en el s6leo [251]. Por el contrario, se ha reportado
que el contenido mitocondrial en el gastrocnemio blanco no se modifica con el
envejecimiento [250, 251].

Segun nuestros datos, la sobreexpresion de CYB5R3 también aumento la abundancia de
marcadores de fision y disminuy6 el tamafio mitocondrial en FB de ratones TG jovenes.
Sin embargo, a diferencia de lo que se encontr6 con el envejecimiento, la abundancia
mitocondrial (estimada a partir de los valores de Na y Vv) disminuy0 significativamente
en masculo esquelético de los ratones TG, lo que sugiere que la fisidn estd acompafiada
en este caso por una mayor eliminacién autofagica de organulos. Con el avance de la
edad, encontramos que el numero de mitocondrias (Na) no cambio en los ratones TG,
pero su tamafio aumento significativamente, lo que también condujo a valores mas altos
de Vv. En FR, también se observé un mayor tamafio de SSM e IMFM en animales TG

viejos en comparacion con los WT de la misma edad, lo que también resultd en un
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incremento del parametro Vv. Nuestro grupo habia encontrado previamente una
disminucion de la masa mitocondrial acompafiada de un mayor tamafio del organulo en
el gastrocnemio rojo de ratones alimentados con RC [70], lo que indica que estas
alteraciones podrian representar caracteristicas comunes de los muasculos oxidativos en
ratones sometidos a estas intervenciones antienvejecimiento.

Por otro lado, es de destacar que los cambios ultraestructurales asociados con la edad y/o
la sobreexpresion de CYB5R3 se encontraron generalmente mas atenuados en las
secciones longitudinales, en comparacién con los cambios observados en las
transversales, lo que sugiere que el envejecimiento y la sobreexpresion de CYB5R3
podrian producir alteraciones de la morfologia mitocondrial.

El mayor tamafio mitocondrial observado en secciones de gastrocnemio de los ratones
TG viejos no puede explicarse por un predominio de fusion frente a fision, debido a que
en estas condiciones también encontramos una disminucion del marcador de fusion MFN-
2, a la vez que aumentos coordinados de todos los marcadores de fision analizados (DRP-
1, FIS1 y MFF). No obstante, estas observaciones que parecerian discrepantes pueden
explicarse si consideramos que la fisibn mitocondrial facilita la degradacion de las
mitocondrias dafiadas por autofagia [240]. EI mantenimiento de unos niveles correctos de
autofagia es crucial para eliminar los organulos dafiados, y distintos resultados muestran
una autofagia alterada durante el envejecimiento en el musculo esquelético [259, 273,
274]. También se han encontrado niveles elevados de P62 (que se asocia con un bloqueo
de la actividad autofagica) en el musculo esquelético de animales envejecidos, lo que
sugiere una disminucion del flujo autofagico durante el envejecimiento [259, 275]. Se ha
informado que la relacion entre LC3 | y |1, un marcador de flujo autofagico, no cambia
con el envejecimiento [70, 98, 136], lo que concuerda con nuestros resultados. Sin
embargo, en nuestro caso evidenciamos un aumento dramatico de los niveles de LC3AB
I y Il en ratones WT viejos, lo que podria representar su acumulacion debido a un
deterioro de la autofagia causado por el envejecimiento [276]. Este descenso de la
autofagia con la edad en musculo esquelético se ha tratado de explicar por laacumulacién
lisosomal del pigmento no degradable lipofusina lo cual, su vez, constituye un circulo
vicioso ya que la acumulacion de ROS promueve la formacion de lipofuscina, que
compromete la degradacion mitocondrial y por tanto aumenta la disfuncion mitocondrial
y la formacion de ROS [277, 278].

Es de destacar que, a pesar de no encontrar modificaciones en la relacion entre LC3 | y

Il, los niveles de LC3AB | y Il disminuyeron drasticamente en ratones viejos que
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sobreexpresan CYB5R3, los cuales mostraron también unos niveles significativamente
disminuidos de P62 y PARKIN. Dado que una elevacion de P62 se ha relacionado con la
disminucion del flujo autofagico en el masculo esquelético durante el envejecimiento
[70], los cambios observados en nuestro modelo de sobreexpresion de CYB5R3 son
compatibles con un aumento del consumo de estas proteinas. De acuerdo con esta idea,
en nuestra investigacion previa hemos demostrado la existencia de unos niveles reducidos
de P62 en ratones alimentados bajo condiciones de RC durante 18 meses, lo que sugiere
un posible desbloqueo del flujo de autofagia [70], de manera similar al que hemos
constatado en nuestro estudio centrado sobre ratones viejos que sobreexpresan CYB5R3.
Unas tasas de autofagia méas altas en estos animales, resultando en la eliminacion
predominante de las mitocondrias mas pequefias, podria conducir a la preservacion de las
mitocondrias con un area mas alta, 1o que explicaria la existencia de un aumento en el
tamafo medio de los perfiles mitocondriales sin aumento de su nimero bajo condiciones
de predominancia de los marcadores de fision.

Estd ampliamente aceptado que la biogénesis mitocondrial disminuye con el
envejecimiento, y estudios previos han demostrado que los niveles de proteinas TFAM y
NRF-1 disminuyen con el envejecimiento en el higado de rata [224]. El descenso en los
marcadores de biogénesis mitocondrial en musculo ha llevado a relacionar la inflamacion
asociada con la edad con disfuncion mitocondrial y sarcopenia [279, 280]. En este
sentido, se ha encontrado que células mioblasticas C2C12 con altos niveles de la citoquina
proinflamatoria TNF-o muestran un descenso en los niveles de ARNm de PGCla, TFAM
y NRF-1 [281]. Nuestros resultados han demostrado que lo mismo es valido para el
musculo esquelético en el envejecimiento, aunque, en este caso, la disminucion de los
marcadores de biogénesis mitocondrial asociada a la edad avanzada no fue prevenida por
la sobreexpresion de CYB5R3. En lo que respecta a los niveles de SIRT3, sirtuina
mitocondrial que también se relaciona con los procesos de biogénesis en este organulo a
través de PGCla [227], nuestros resultados parecen estar en contraste con publicaciones
previas. Moreno-Ulloa et al. [282] mostraron una bajada en los niveles de proteina SIRT3
con la edad al comparar los niveles en cuadriceps de ratones de 6 meses frente a ratones
de 26 meses alimentados con una dieta estdndar. En humanos, Lanza et al. demostraron
también es cuadriceps (concretamente en el vasto lateral) una bajada de SIRT3 con la
edad, y dicha bajada result6 anulada con el ejercicio fisico [283]. Sin embargo, en nuestro
caso observamos una subida significativa en los niveles de SIRT3 con la edad, lo cual

podria justificarse por el musculo empleado en el estudio, asi como por la dieta, de
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acuerdo con Palacios et al., quienes demostraron que los niveles de SIRT3 varian de
forma considerable en funcion del muasculo que se emplee para el estudio, asi como en
funcion de la cantidad de grasa de la dieta [227]. Nuestro estudio se realiz6 a partir de un
homogeneizado total de todo el masculo de la pata trasera, lo que puede motivar que no
se aprecie la bajada en los niveles de SIRT3 con la edad en algin masculo concreto. Por
su lado, la sobreexpresion de CYB5R3 tiende a incrementar los niveles de SIRT3 en los
ratones alimentados ad libitum, como seria de esperar por el incremento que produce
CYBS5R3 en la ratio NAD*/NADH [230].

Si bien algunos estudios han indicado que el coenzima Q disminuye en la mayoria de los
organos durante el envejecimiento, los cambios observados en el coenzima Q del masculo
esquelético con el avance de la edad no han sido uniformes. En un estudio anterior no se
encontraron cambios en los niveles de coenzima Q en homogeneizados completos de
gastrocnemio de ratones viejos en comparacion con los jovenes, aunque una intervencién
de RC basada en el procedimiento de alimentacion cada dos dias y el ejercicio fisico si
resulté en un incremento en los niveles de coenzima Q del musculo esquelético en los
ratones viejos [284]. Sin embargo, en un analisis centrado en mitocondrias aisladas de
corazén, musculo esquelético, rifidn y cerebro de raton, se encontrd que el contenido de
coenzima Q disminuyd con la edad especificamente en el caso del musculo esquelético,
mientras que la RC aumentd el coenzima Qg en las mitocondrias de este tejido [249]. En
nuestro modelo, encontramos que el envejecimiento produjo una disminucién en los
niveles de coenzima Q del musculo esquelético que no se vio afectada por la
sobreexpresion de CYB5R3. Como enzima implicada en la sintesis de coenzima Q se
midieron los niveles de COQ7, un componente clave de la maquinaria de su biosintesis
al que se ha asignado un papel muy relevante en su regulacién [118] . Nuestros resultados
mostraron un aumento en los niveles de COQ7 con el envejecimiento que fue
independiente de la sobreexpresion de CYB5R3. Aunque mutaciones de COQ7 generan
deficiencias primarias de coenzima Q [285, 286], bajos niveles de esta proteina se han
relacionado con un aumento de la longevidad [287, 288]. Nuestros resultados indicarian
gue el aumento de la longevidad observado en animales que sobreexpresan CYB5R3 [55]
no se debe a modificaciones en la ruta de biosintesis de coenzima Q, al menos en lo que
respecta a COQ7 ni en adultos jovenes ni en viejos. El incremento observado en los
niveles de COQ7 podria deberse a un mecanismo compensatorio encaminado a paliar la
reduccion en los niveles de coenzima Q asociados a la edad, aunque finalmente no se

consigue dicho efecto. En este sentido es importante tener en cuenta que los cambios en
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los niveles de COQ7 pueden no estar vinculados necesariamente a alteraciones de la
actividad en el mismo sentido, ya que la activacion de COQ7 requiere que la proteina sea
desfosforilada por la fosfatasa mitocondrial PPtc7 [233], por lo que seria interesante
extender futuros estudios al analisis del estado de fosforilacion de COQ7 con la edad y
bajo distintas condiciones experimentales.

El coenzima Q tiene efecto antiapoptético ya que previene la apertura del poro
mitocondrial [114, 115], por lo que la disminucion en sus niveles observada con el
envejecimiento se podria relacionar con el aumento de apoptosis observado con la edad.
Por otro lado, ademas de la disfuncion mitocondrial asociada al envejecimiento, el exceso
de apoptosis también se relaciona con la sarcopenia [289], lo que hace interesante
profundizar en el estudio de esta molécula en nuestro modelo experimental.

Como se ha indicado anteriormente, con la edad aumenta la circulacion de mediadores
proinflamatorios como TNF-a. [279, 280], que es capaz de desencadenar apoptosis por
via extrinseca [290]. Como marcador de esta via se determinaron los niveles de
procaspasa-8, que fueron especialmente incrementados tanto por la sobreexpresion de
CYB5R3 en ratones jovenes como por el envejecimiento, siendo en este caso mas acusado
el incremento en los ratones WT. Estos mayores niveles de procaspasa-8 podrian
traducirse en mayores niveles de caspasa-8, que activarian a la caspasa-3 o0 a BID, que
conecta la via extrinseca con la intrinseca. BID truncado contribuye a la permeabilizacion
de la mitocondria para desencadenar apoptosis por via intrinseca. Marzetti et al.
mostraron un incremento en los niveles de BID mitocondrial con la edad en gastrocnemio
de ratas Ficher344 X Brown Norway, pero este incremento solo se observo a los 37 meses
de edad, y no en los grupos de 18 y 29 meses, mas proximos a la edad de los ratones
utilizados en nuestro estudio[141]. De acuerdo con esto, existe la posibilidad de que el
incremento en los niveles de la proteina proapoptotica BID se observe a edades muy
avanzadas también en nuestro modelo experimental.

El desencadenamiento de la apoptosis va a depender del balance entre proteinas
proapoptoticas, como BAX, y antiapoptéticas, como BCL-2, por lo que, como hemos
indicado anteriormente, la ratio entre estas dos proteinas se aplica como marcador de la
sefializacion apoptdtica [252, 253]. Nuestros resultados muestran un incremento muy
acusado en los niveles de BAX en el grupo de animales viejos TG, y el descenso de la
ratio BCL-2/BAX indica una mayor apoptosis en los animales viejos independientemente
del genotipo. Los mayores niveles de BAX en la mitocondria de los animales viejos TG

podrian traer como consecuencia una mayor formacion de poros en este organulo, con la
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consiguiente liberacion del citocromo c, cuyos niveles en citosol muestran una tendencia
a incrementar en este grupo, tal como hemos observado. El citocromo ¢ debe unirse a
APAF-1 para formar el apoptosoma y activar a la caspasa-9 [176]. Nuestros resultados
muestran una disminucion en los niveles de APAF-1 con la edad en los animales TG. Por
tanto, aunque estos animales hayan experimentado una mayor liberacién de citocromo c,
podriamos postular eso no se va a traducir necesariamente en una mayor formacién de
apoptosomas, lo que concuerda con el descenso significativo de los niveles de caspasa-9
activa en ese grupo respecto a los animales WT de la misma edad y a los TG jovenes. Por
tanto, el incremento en los niveles de BAX en los animales TG viejos parece no
relacionarse con un incremento de la apoptosis. Por otra parte, diversos estudios muestran
que la autofagia se relaciona negativamente con la apoptosis [291-293]. En el caso del
modelo celular de mioblastos C2C12 se ha encontrado que una funcion autofagica
correcta redunda en una mayor proteccion frente a factores proapoptoticos [294]; en
gastrocnemio de ratas envejecidas también se ha comprobado que el ejercicio fisico
aumenta la autofagia y reduce la sefializacion apoptética [295]. Nuestros resultados
estarian en concordancia con estos estudios, ya que los animales viejos que sobreexpresan
CYB5R3, parecen tener una mayor actividad autofagica, como hemos discutido
anteriormente, y una menor actividad apoptética. Sin embargo, en el grupo de animales
WT viejos, en el que hemos obtenido resultados compatibles con la existencia de un
bloqueo de autofagia (resultando en la acumulacion de LC3), si podria existir una mayor
tasa de apoptosis, como indica el balance entre proteinas proapoptéticas y antiapoptéticas.
Leeuwenburgh et al. han mostrado una mayor traslocacién de ENDOG al nucleo en el
masculo de ratas envejecidas [296], lo que concuerda con nuestros resultados. Resulta
muy interesante que este aumento dependiente de la edad se ve paliado en los animales
que sobreexpresan CYB5R3. En concordancia con esto, existen datos apuntando que que
la apoptosis independiente de caspasas juega un papel mas importante en la perdida de
musculo asociada con la edad que la apoptosis dependiente de caspasas [136].

También resulta interesante destacar, que muchas de estas proteinas conocidas por
participar en la sefializacion apoptoética, tienen otras funciones no relacionadas con la
apoptosis, como es el caso de APAF-1. Como ya hemos indicado en capitulos anteriores,
APAF-1 participa en un punto de control de dafios en el DNA en el ciclo celular [143],
para lo cual se transloca al ntcleo en condiciones en que existen este tipo de dafios [247].
Por tanto, quisimos medir los niveles de esta proteina no sélo en citosol, sino también en

nacleo. Nuestros resultados muestran una bajada en los niveles de APAF-1 en extractos
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nucleares con la edad, independientemente del genotipo, lo que podria estar relacionado
con la existencia de un punto de control de dafios en el DNA defectuoso y, en
consecuencia, inestabilidad genémica [143].

Otra de las proteinas de sefializacion apoptética con funciones adicionales es BAX.
Nuestros resultados parecen indicar que el incremento en los niveles de BAX en los
animales TG viejos no se relaciona con un aumento de la apoptosis. De acuerdo con esto,
Zhang et al. demostraron que BAX juega un papel clave en la maquinaria de importacion
de proteinas a la mitocondria (PIM) en masculo esquelético [297], que se ve afectada por
el envejecimiento [298]. Este defecto en PIM con el envejecimiento lleva a la
acumulacion de proteinas desplegadas en el citosol, 1o que genera citotoxicidad [299].
Por lo tanto, un aumento en los niveles de BAX que no viene acompafiado de una
estimulacion de la apoptosis mitocondrial podria indicar una mejora en PIM, paliando asi
algunos efectos deletéreos envejecimiento, como también se ha encontrado que se
produce en musculo a través de intervenciones como el ejercicio fisico [300-302]. Dado
que nuestros resultados muestran que la sobreexpresiéon de CYB5R3 podria influir en esta
ruta de importacion de proteinas, seria interesante profundizar mas en el futuro en el
estudio de los mecanismos implicados.

En resumen, los datos de nuestro estudio muestran que la sobreexpresion de CYB5R3 no
se ve afectada por el envejecimiento en el musculo esquelético de ratones transgénicos.
Mientras que la sobreexpresion de CYB5R3 no previene la disminucion de los
marcadores de biogénesis mitocondrial o del CoQ asociada al envejecimiento, si puede
contrarrestar la disfuncion mitocondrial y la disminucion de la actividad autofagica

causada por el envejecimiento, asi como el exceso de apoptosis.
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7 Conclusiones.

1. Lasobreexpresion significativa de CYB5R3 en el musculo esquelético de ratones
transgénicos, y el envio eficiente del polipéptido sobreexpresado a las
mitocondrias hacen a este tejido un modelo idoneo para estudiar los efectos
directos de la sobreexpresion de esta enzima en la fisiologia celular.

2. El componente graso de la dieta, el envejecimiento y la restriccion caldrica son
factores clave que determinan los niveles de CYB5R3 enddgeno en distintas
fracciones subcelulares y/o en los homogeneizados totales.

3. El aumento de la fision mitocondrial y de la autofagia que tiene lugar en masculo
esquelético de ratones alimentados con una dieta basada en aceite de pescado
pueden estar relacionados con la eliminacion de las mitocondrias méas pequefias y
el aumento de la biogénesis mitocondrial, con un efecto protector frente a la
muerte celular programada, pero sin beneficios adicionales por la sobreexpresion
de CYB5R3.

4. Ladieta de aceite de soja maximiza los efectos de la sobreexpresion de CYB5R3
sobre los complejos de la cadena de transporte electronico mitocondrial en
animales jovenes/adultos.

5. Lasobreexpresion de CYB5R3 palia el blogueo de la autofagia y la induccién de
la apoptosis en musculo esquelético de animales jovenes/adultos alimentados con
una dieta basada en manteca de cerdo, rica en acidos grasos saturados.

6. Las alteraciones provocadas por la restriccién calorica en la abundancia y la
dinamica mitocondrial pueden verse obstaculizadas por la sobreexpresiéon de
CYB5RS3, pero estos efectos se compensan con una mayor abundancia de
complejos de la cadena de transporte electrénico mitocondrial en ratones
transgénicos sometidos a esta intervencion dietética.

7. Larestriccion caldrica ejerce un efecto estimulador sobre la ruta autofagica, que
de nuevo se ve abolido por la combinacion de esta intervencion con la
sobreexpresion de CYB5R3 en musculo esquelético de ratones jévenes/adultos.

8. La sobreexpresion de CYB5R3 previene la disfuncion mitocondrial y la
disminucion de los marcadores de autofagia asociadas con el envejecimiento,
mientras que parece no tener efecto frente a la disminucion de la biogénesis

mitocondrial y de los niveles de coenzima Q asociada a la edad.
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Abstract Calorie restriction without malnutrition (CR)
is considered as the most effective nongenetic nor phar-
macological intervention that promotes healthy aging
phenotypes and can extend lifespan in most model
organisms. Lifelong CR leads to an increase of cyto-
chrome b5 reductase-3 (CYBSR3) expression and activ-
ity. Overexpression of CYBSR3 confers some of the
salutary effects of CR, although the mechanisms in-
volved might be independent because key aspects of
energy metabolism and lipid profiles of tissues go in
opposite ways. It is thus important to study if some of
the metabolic adaptations induced by CR are affected by
CYB5R3 overexpression. CYB5R3 overexpression
greatly preserved body and liver weight in mice under
CR conditions. In liver, CR did not modify mitochon-
drial abundance, but lead to increased expression of
mitofusin Mfn2 and TFAM, a transcription factor
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involved in mitochondrial biogenesis. These changes
were prevented by CYBS5R3 overexpression but result-
ed in a decreased expression of a different mitochondrial
biogenesis-related transcription factor, Nrfl. In skeletal
muscle, CR strongly increased mitochondrial mass,
mitofusin Mfnl, and Nrfl. However, CYB5R3 mice
on CR did not show increase in muscle mitochondrial
mass, regardless of a clear increase in expression of
TFAM and mitochondrial complexes in this tissue.
Our results support that CYB5SR3 overexpression sig-
nificantly modifies the metabolic adaptations of mice to
CR.
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Introduction

Aging can be defined as the time-dependent progressive
functional decline with decreased fertility and increased
susceptibility of the organism to endogenous and exter-
nal threats. Aging is the greater risk factor for all chronic
diseases including metabolic, degenerative and neoplas-
tic disorders (Harman 1956). The free radical theory of
aging, despite some draw backs and criticisms (Liochev
2015), is still one of the most accepted theories enunci-
ated to explain the causes of aging (Barja 2013; Barja
2014). This theory is based on the overproduction of
several oxidant species—mainly of mitochondrial
origin—with advancing age as the main causative factor
of aging, which may be also concomitant with a de-
crease of antioxidant protective mechanisms (Harman
1956). Indeed, mitochondrial dysfunction has been in-
creasingly identified as a causative factor in many
aging-related diseases (Sure et al. 2018). Since the pres-
ervation of mitochondrial function is a viable strategy to
counteract some of the deleterious manifestations of
aging (Csiszar et al. 2019), understanding the alterations
of mitochondrial metabolism with aging is of utmost
importance (Sakamuri et al. 2018).

Several interventions have been reported to delay
aging and to provide protection against aging-related
diseases. Among them, calorie restriction without
malnutrition (CR) has revealed as the most effective
nongenetic intervention that preserves health and ex-
tends lifespan in many model organisms (Sohal and
Weindruch 1996). There is a strong interest in eluci-
dating how CR produces its antiaging effects, not only
to get basic knowledge about the molecular mecha-
nisms involved, but also because this research could
give us novel clues on the identification of targets
susceptible of intervention. As a general agreement,
it has been established that optimization of mitochon-
drial function plays a key mechanistic role in the
prolongevity action of CR (Lopez-Lluch et al. 2006).
In accordance, our recent comparative study aimed to
elucidate the role of sex, strain and energy intake on
hallmarks of aging in mice has shown that the main-
tenance of mitochondrial function is indeed one of the
major predictors of longevity extension in mice fed a
CR diet age. Interestingly, the two other main predic-
tors of longevity extension highlighted in our previous
study were the maintenance of NAD™ levels and the
preservation of an optimal amount of fat mass with age
(Mitchell et al. 2016).

@ Springer

NADH-cytochrome b5 reductases (EC 1.6.2.2) con-
stitute a family of flavoproteins encoded by 4 different
genes in mammals, designed as CYB5R1-4, which
catalyse one electron transfer from NADH (which is
thus oxidized to NAD™) not only to cytochrome bs but
also to a variety of alternative acceptors including coen-
zyme Q and other redox cyclers (de Cabo et al. 2009).
Recently, a great interest has been paid to CYB5R3 in
the fields of metabolism and aging research (de Cabo
et al. 2009; Diaz-Ruiz et al. 2018; Martin-Montalvo
et al. 2016). Two CYBS5R3 isoforms can be generated
by alternative splicing. A soluble cytosolic isoform,
known as methaemoglobin reductase, is expressed ex-
clusively in the erythroid lineage, whereas a membrane-
bound isoform expressed in many cell types is attached
to the cytosolic side of the mitochondrial outer mem-
brane, the endoplasmic reticulum and the plasma mem-
brane and participates in many physiological processes
including elongation and desaturation of fatty acids
(Oshino et al. 1971), cholesterol biosynthesis (Reddy
et al. 1977) and drug metabolism (Jansson and
Schenkman 1973; Sacco and Trepanier 2010). A
transplasma membrane redox system which relies on
membrane-bound CYBS5R3 and coenzyme Q protects
cells against oxidants (Navas et al. 2007) and is upreg-
ulated by CR, thus potentiating resilience of cells
against oxidative damage (De Cabo et al. 2004;
Lopez-Lluch et al. 2005; Navas et al. 2007).

To gain new insights into the physiological role this
enzyme plays in metabolism and aging, we generated
transgenic Drosophila melanogaster flies overexpress-
ing CYB5R and transgenic mice overexpressing
CYBS5R3 (Tg mice) and, interestingly, both experimen-
tal models were found to live longer than their wild-type
(WT) counterparts (Martin-Montalvo et al. 2016). Tg
mice exhibited increased insulin sensitivity and im-
proved regulation of glucose homeostasis both when
fed standard and high-fat diets. Conversely, mice with
a -cell-specific deletion of CYBSR3 had impaired
insulin secretion, resulting in glucose intolerance and
diet-induced hyperglycaemia. Moreover, respiratory re-
sponse to glucose was blunted in CYBS5R3-deficient
cells, which also displayed impaired NAD" homeostasis
and extensive mitochondrial abnormalities (Fan et al.
2020). On the other hand, Tg mice overexpressing
CYB5R3 showed less inflammation and decreased ox-
idative damage, and were protected against induced
cancer, which resembled the healthy effect of CR. How-
ever, Tg mice were fatter but not heavier than WT
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controls when fed a standard diet ad libitum and prefer-
entially used carbohydrate to meet their energy needs,
which differs from other anti-aging interventions as CR
or metformin supplementation, where increased longev-
ity required the use of fat as a source of fuel (Guarente
2008; Martin-Montalvo et al. 2013). Thus, CYB5R3
overexpression could contribute to extend lifespan in
mice by mechanisms that may be distinct from those
described for CR. Further studies aimed at gain knowl-
edge on mitochondrial modifications in tissues from
mice overexpressing CYB5R3 are lacked. Furthermore,
the existence of a putative crosstalk between CR and
CYBS5R3 overexpression has not been explored.

The aim of this research was to study the impact of
CR on key markers related to mitochondrial function in
Tg mice in comparison with their WT littermates. We
extended our studies to both liver and skeletal muscle
because these tissues are major contributors to whole
animal energy expenditure, and they represent mitotic
(liver) (Spindler and Dhahbi 2007) and postmitotic
(skeletal muscle) tissue models (Ramsey et al. 2000).
Our results support that metabolic adaptations of mice
fed under CR can be altered by CYBS5R3
overexpression.

Materials and methods
Animals and diets

Tg mice were generated as previously reported
(Martin-Montalvo et al. 2016). Briefly, the rat
CYBS5R3 gene was cloned into the pRC/CMV-rDTD
plasmid (Belcourt et al. 1998). The transgene insert
was cleaved from the DNA cloning vector by diges-
tion with Swal and Nrul restriction enzymes and the
purified transgene (under the control of the human
cytomegalovirus immediate-early promoter and the
SV40 poly-adenylation sequences) was then
microinjected into fertilized C57BL/6J eggs at the
University of Michigan Transgenic Animal Model
Core Facility (http://www.med.umich.edu/tamc/).
Surviving eggs were transferred to pseudopregnant
B6D2F1 female mice. Stable incorporation of the
construct into the genome was validated as described
in our previous report (Martin-Montalvo et al. 2016).
Tg males were crossed with WT females of the C57
BL/6J background obtained from Charles River (Bar-
celona, Spain) to establish a colony that was

maintained under barrier conditions at the Service of
Experimentation Animals (SAEX) of the University
of Cérdoba. Tg and WT mice were distinguished by
PCR genotyping with DNA obtained from tail tissue
using the primers CACCAAAATCAACGGGACTT
(forward) and AGACCGGGGAGAGTACCACT
(reverse) to reveal the presence of the transgene. As
internal control, we used amplification of the IL2 gene
with the primers CTAGGCCACAGAATTGAAAG
ATCT (forward) and GTAGGTGGAAATTC
TAGCATCATCC (reverse).

Experimental groups were established with males of
the two genotypes (WT and Tg in C57BL/6J back-
ground). The animals were maintained from weaning
on 12-h light/dark cycle at 22 °C with a free access to
water and a standard chow until they reached an age of
3 months. Then, they were switched to a purified
AIN93M diet and separated into the two dietary groups:
ad libitum (AL) and calorie restriction (CR) with a 40%
reduction of the ad libitum intake. Mice were fed with
experimental diets for 4 months and then sacrificed by
cervical dislocation. Muscle from hind limb and liver
were rapidly excised and frozen by immersion in liquid
nitrogen in a buffered medium containing 10% DMSO
as cryoprotectant and then stored at — 80 °C. Procedures
with experimentation animals were approved by the
bioethics committee of the University of Cérdoba and
authorized by the Consejeria de Agricultura, Pesca y
Desarrollo Rural, Junta de Andalucia (authorization
code: 20/04/2016/053).

Preparation of tissue extracts

Muscle and liver tissues were trimmed and homoge-
nized in radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buff-
er, which contains 50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM
NaCl, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 1% Triton
X-100, 1 mM DTT, 1 mM phenylmethylsulphonyl
fluoride (PMSF), 10 ug/mL each of chymostatin,
leupeptin, antipain, and pepstatin A (CLAP) and
phosphatase inhibitor cocktails 2 and 3 (Sigma-
Aldrich) diluted at 1:100. Tissues were homogenized
using a mechanical tissue disrupter (Ultra-Turrax T25,
IKA, Staufen, Germany) for 30 s. Homogenates were
centrifuged at 10,000g for 15 min at 4 °C to separate
supernatants containing the protein extracts, which
were transferred to new tubes and stored frozen at —
80 °C until use. Total amount of protein in the extracts
was estimated by using the Stoscheck modification
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(Stoscheck 1990) of the dye-binding method of Brad-
ford (Bradford 1976).

Electrophoresis and Western blot immunodetection

Polyacrylamide gel electrophoresis was performed as
described by Lopez-Dominguez et al. (2013). Mem-
branes were incubated with primary antibodies (obtain-
ed from Santa Cruz Biotech unless otherwise stated)
raised against the following mitochondrial components:
CYBS5R3 (Proteintech, 10894-1-AP), VDAC1/2/3 (sc-
98708), TOTAL OxPhos Complex Kit (Life technolo-
gies, 458099), NRF1 (sc-33771), TFAM (sc-2358),
Mifnl (sc-50330), Mfn2 (sc-50331) and Fisl (sc-
98900). Antibody against CYB5R3 was used at
1:10,000 dilution, antibodies against Mfn2 and Fis 1
were used at 1:500 dilution, antibodies against TFAM
and VDAC were used at 1:1000 dilution, antibody
against NRF1 was used at 1:2000 dilution and TOTAL
OxPhos Complex antibody Kit was used at 1:4000
dilution. Appropriate species-specific secondary anti-
bodies coupled to horseradish peroxidase were used to
reveal binding sites by enhanced chemiluminescence
(ECL-Plus, GE Healthcare Life Sciences). The signal
was recorded using a ChemiDoc Imaging System (Bio-
Rad) and staining intensity of positive bands was quan-
tified with Image LabTM Software (Bio-Rad). To cor-
rect for possible differences in protein load between
samples, data obtained from the quantification of the
immunostained bands (in arbitrary units) were normal-
ized to density data of the corresponding lanes stained
with Ponceau S.

Statistics

Data values were analysed using the GraphPad Prism 6
software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). All the data shown in this paper are means +
SEM. Normality of data was verified using the
Kolmogorov-Smirnov normality test. The means were
compared using the two-way ANOVA. We assessed
overall differences due to “diet” (independently of ge-
notype), “genotype” (independently of diet) and the
interaction “diet x genotype”, as well as individual
differences between experimental groups. Significant
differences were expressed as follows: * (p <0.05), **
(p<0.01), *** (p<0.001) and **** (p <0.0001).
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Results
Body and liver weight

We first determined body and liver weightin WTand Tg
mice that had been fed an AIN93M diet for 4 months,
either ad libitum or under conditions of 40% restriction.
No differences in body weight between genotypes were
observed when mice were fed ad libitum and, as expect-
ed, CR produced a significant decrease of body weight
in both genotypes (p <0.0001). However, weight loss
due to CR intervention was significantly more pro-
nounced in WT than in Tg mice. As a result, Tg mice
weighed significantly more than WT littermates when
fed under CR conditions (p < 0.0001) (Fig. 1a).

Liver weight was also reduced in WT mice fed under
CR conditions in comparison with mice of the same
genotype fed ad libitum (Fig. 1b) although no difference
between the two dietary conditions was observed when
liver weight was normalized to body weight (Fig. 1c).
No differences in liver weight or in liver weight normal-
ized to body weight were found when comparing mice
of the two genotypes when fed ad libitum. Of note, in
contrast to what was found for WT mice, CR did not
result in a significant decrease of liver weight in Tg mice
(Fig. 1b). Moreover, liver weight normalized to body
weight was significantly increased in Tg mice fed under
CR in comparison with mice of the same genotype fed
ad libitum (Fig. lc).

CYBS5R3 polypeptide in liver and skeletal muscle
from WT and Tg mice

Next, we studied the levels of CYB5R3 polypeptide in
tissue extracts obtained from liver and hind limb skeletal
muscle from WT and Tg mice fed the two experimental
diets. As shown in Fig. la, b, the effect of CR and
CYBS5R3 overexpression on this parameter was strongly
tissue-dependent. Overexpression of the CYB5R3 gene
led to a modest albeit significant increase of the
CYBSR3 polypeptide in liver from Tg mice fed ad
libitum, but this increase was blunted by CR in such a
way that no differences between genotypes were noted
in mice submitted to this dietary intervention. Interest-
ingly, levels of hepatic CYB5R3 polypeptide were sig-
nificantly decreased by CR in mice of both genotypes,
with this effect being much more striking in Tg mice
(Fig. 2a). In skeletal muscle, overexpression of the
CYBS5R3 gene led to a dramatic increase in the levels
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Fig. 1 Changes in body (a) and liver (b) weight in WT and Tg
mice overexpressing CYB5R3, fed ad libitum or under CR. The
body weight (a) was monitored weekly during 19 weeks of inter-
vention. b displays liver weights after 19 weeks of intervention

of the CYB5R3 polypeptide regardless the intake of
calories. In contrast with the results obtained in liver,
the levels of CYB5R3 polypeptide in skeletal muscle
was not affected by CR regardless of genotype (Fig. 2b).

Mitochondrial dynamics and biogenesis markers

We next investigated the impact that CR and/or overex-
pression of CYB5R3 gene imposes on mitochondrial
dynamics by studying the levels of key marker proteins
related to mitochondrial fusion and fission phenomena.
As depicted in Fig. 3a, no significant differences were
detected for the levels of hepatic Mfn! in both ad libitum
and CR-fed mice, but Mfn2 was significantly increased in
WT mice fed under CR in comparison with WT mice fed

and ¢ shows the relative liver-to-body weight at the end of the
intervention. Data are represented as mean + SEM of at least 12
mice

ad libitum. Interestingly, the extent of this increase by CR
was attenuated in Tg mice in such a way that no signif-
icant differences were observed when comparing Tg
mice fed ad libitum or under CR (Fig. 3b). The fission
marker Fis1 was not altered by CR in WT mice, but it was
significantly increased in Tg mice fed ad libitum in
comparison with WT mice fed the same diet. As observed
for CYB5R3 polypeptide, this effect was also vanished in
mice fed under CR conditions. Consequently, Fis1 levels
were significantly lower in Tg mice fed under CR in
comparison with animals of the same genotype fed ad
libitum (Fig. 3c). We also measured the levels of TFAM
and NRF1, two key transcription factors regulating mito-
chondrial biogenesis. TFAM polypeptide exhibited a dra-
matic increase by CR both in WT and in Tg mice
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Fig. 2 Expression levels of
CYBS5R3 measured by Western
blots in protein extracts obtained
from liver (a) and hind limb
skeletal muscle (b) of wild-type
and Tg mice. Depicted data are
mean = SEM of 4 replicates. In all
graphs, asterisks without a letter
refer to statistically significant
differences between genotypes,
whereas “AL” followed by aster-
isks indicates statistically signifi-
cant differences between ad
libitum and CR for a given geno-
type. Significant interactions be-
tween diet and genotype are also
indicated when appropriated. In
Figs. 2, 3,4, 5, 6, and 7, repre-
sentative Western blots and
Ponceau S-stained lanes as load-
ing control are included below
each graph. a.u. arbitrary units

although, as found for another markers, a decrease was
also observed in Tg mice fed under CR in comparison
with WT mice fed the same diet (Fig. 3d). NRF1 levels
also tended to increase with CR in WT mice in compar-
ison with their ad libitum controls, although in this case
the differences did not reach statistical significance (p =
0.1). Interestingly, a significant decrease of this mitochon-
drial biogenesis marker was again observed in Tg mice
fed under CR in comparison with WT mice fed the same
diet (Fig. 3e). Figure 3f depicts Western blots used for
quantification of protein levels in liver with their corre-
sponding Ponceau S-stained lanes used for normalization
of protein loading.

Changes elicited by CR and/or CYB5R3 overexpres-
sion in skeletal muscle were different to those observed
in liver. In skeletal muscle, CR produced a significant
increase in the levels of Mfn1 in mice of both genotypes
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without any change attributable to CYB5R3 overex-
pression (Fig. 4a), while the levels of Mfn2 (Fig. 4b)
and Fisl (Fig. 4c) were unaffected by either CR or
CYBS5R3 overexpression. We found an increase of
TFAM levels by CYB5R3 overexpression regardless
of the diet (Fig. 4d), while NRF1 was substantially
increased by CR in WT mice but no significant change
was observed in Tg mice (Fig. 4e). Figure 4f depicts
Western blots used for quantification of protein levels in
skeletal muscle with their corresponding Ponceau S-
stained lanes used for protein loading normalization.

Mitochondrial mass and electron transport chain
complexes

To further study the impact CR and/or CYBSR3 over-
expression exert on mitochondria, we measured the



GeroScience

a Mfn1
0.15-
= WT
H Tg
0.10-
3
©
0.05-
0.00 T T
Ad libitum CR
Fis1
(o]
*%k
0.05- | |
= WT
0.04- = Tg
Diet **
5 003 AL Interaction **
T 0.02-
0.01-
0.00 T T
Ad libitum CR
e
NRF1
*
0.20-
= WT
0.15 - Tg-
Interaction *
=]
CU' 0.104
0.05-
0.00 T T
Ad libitum CR

Fig. 3 Expression levels of proteins related to mitochondrial
fusion: Mfn-1 (a) and Mfn-2 (b); fission: Fisl (¢); and biogenesis:
TFAM (d) and NRF1 (e) in liver of wild-type and Tg mice fed ad
libitum or under CR. When detected, general effects of diets and
interaction between genotype and diet are represented on the

levels of VDAC (porin), an outer membrane protein
which is considered as a biochemical marker of mito-
chondrial abundance (Griinewald et al. 2014), and sev-
eral marker subunits of the electron transport chain
(ETC) complexes in the inner membrane. Neither CR
nor CYB5R3 overexpression altered VDAC levels in
liver (Fig. 5a), but CR strongly increased VDAC in
skeletal muscle from WT mice. It is noteworthy that
the effect of CR was again abated in mice
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corresponding panels. Data are represented as mean = SEM of 6
replicates. Western blots used for quantification of protein levels with
their corresponding Ponceau S-stained lanes used for normalization
of protein loading (f)

overexpressing CYB5R3, so that VDAC levels in Tg
mice fed under CR were not only much lower than those
of WT mice fed the same diet, but even lower than those
of Tg mice fed ad libitum (Fig. 5b).

Regarding the abundance of marker subunits of the
electron transport chain complexes, we found no changes
attributable to diet or genotype in hepatic levels of com-
plexes I and II (Fig. 6a, b), but CR produced substantial
increases of hepatic complex III (with statistical

@ Springer
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Fig. 4 Expression levels of protein related to mitochondrial
fusion Mfn-1 (a) and Mfn-2 (b), fission Fisl (¢) and bio-
genesis TFAM (d) and NRF1 (e) in skeletal muscle of wild-
type and transgenic animals fed ad libitum or under CR.
General effects of diet and interaction between genotype and

significance in both genotypes, see Fig. 6¢), complex [V
(with statistical significance in Tg mice, see Fig. 6d) and
complex V (where statistical significance for the effect of
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diet are represented, when detected, on the corresponding
panel. Data are shown as mean = SEM of 6 replicates except
in ¢ (Fisl) with 4 replicates. Western blots used for quanti-
fication of protein levels with their corresponding Ponceau
S-stained lanes used for normalization of protein loading (f)

diet was obtained when mice of both genotypes were
combined, see Fig. 6e). Figure 6f depicts the Western
blots used for quantification of protein levels, with their
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Fig. 5 Expression levels of
VDAC as mitochondrial mass
marker in protein extracts
obtained from liver (a) and hind
limb skeletal muscle (b) of WT
and Tg mice. Data are depicted as
mean + SEM of 6 replicates

corresponding Ponceau S-stained lanes used for protein
loading normalization.

In the case of skeletal muscle, we evidenced a global
and genotype-independent effect of CR to increase the
abundance of marker subunits of complexes I (where
statistical significance was obtained when mice of both
genotypes were combined, see Fig. 7a) and IV (with
statistical significance in mice of both genotypes, see
Fig. 7d). On the other hand, complexes II and III shared
another pattern of changes as a function of diet and/or
genotype, i.e. the abundance of these complexes was
increased in WT mice fed a CR diet and in Tg mice fed
ad libitum, in comparison with their WT controls fed ad
libitum. No differences were however found when com-
paring the two dietary groups of Tg mice, and CR did
not affect significantly the levels of complexes II and 111
in these mice (see Fig. 7b, ¢). Finally, the pattern of

VDAC
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complex V changes with diet and/or genotype was
similar to that exhibited by VDAC (see above), i.e. CR
produced a significant increase in WT mice, but this
increase was abated by CYB5R3 overexpression. Com-
plex V abundance was thus significantly lower in Tg
mice fed under CR in comparison with WT mice fed the
same diet, and no change as a function of genotype was
observed in mice fed ad libitum (Fig. 7e). Figure 7f
depicts Western blots used for quantification of protein
levels, and their corresponding Ponceau S-stained lanes
used for protein loading normalization.

The alterations in the levels of several mitochon-
drial complexes with diet and/or genotype we docu-
ment here could be accounted by changes in mito-
chondrial abundance and/or by modifications in the
intrinsic composition of mitochondrial membranes.
To distinguish between these two possibilities, we
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Fig. 6 Expression levels of mitochondrial electron transport chain
complexes in liver from WT and Tg mice fed ad libitum or under
CR. a to e represent the levels of mitochondrial complexes I to V,
respectively. Statistically significant differences between groups

calculated the levels of mitochondrial complexes rel-
ative to VDAC, as previously published (Griinewald
et al. 2014), and the results are depicted in Figs. 8 (for
liver) and 9 (for skeletal muscle). Interestingly, a con-
sistent pattern of changes was highlighted for both
tissues when the abundance of each mitochondrial
complex was referred to the corresponding value of
VDAC. In liver, CYB5R3 overexpression did not alter
the abundance of ETC complexes relative to VDAC in
mice fed ad libitum, but a general trend towards the
increase of all complexes was found in Tg mice fed
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are indicated where detected. Data are mean + SEM of 6 replicates.
Western blots used for quantification of protein levels with their
corresponding Ponceau S-stained lanes used for normalization of
protein loading (f)

under CR (see Fig. 8a—e), with statistically significant
differences being obtained for complex IV:VDAC in
comparison with Tg mice fed ad libitum (Fig. 8d).

In skeletal muscle, it was highlighted again that
abundance of most complexes relative to VDAC was
not altered by CYB5R3 overexpression in mice fed ad
libitum (see Fig. 9a, c—e), resembling the results ob-
tained in liver, with the sole exception of complex II
which was increased significantly in Tg compared
with WT mice (Fig. 9b). Of note, the abundance of
all complexes relative to VDAC was consistently
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Fig. 7 Expression levels of mitochondrial electron transport
chain complexes quantified in skeletal muscle of WT and Tg
mice fed either ad libitum or under CR. a to e represent
complexes I to V, respectively. Statistical differences be-
tween groups as well as general effect of diet and

increased in Tg mice fed under CR in comparison with
their WT littermates fed the same diet (see Fig. 9a—e).
Moreover, statistically significant increases with re-
spect to Tg mice fed ad libitum were also observed for
complexes I, IV, and V (see Fig. 9a, d, e).

Discussion

The NADH dehydrogenase CYBSR3 has direct impli-
cations in cell protection against oxidative stress and in
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interactions genotype-diet are indicated on the corresponding
panel. Data were represented as mean = SEM of 6 replicates.
Western blots used for quantification of protein levels with
their corresponding Ponceau S-stained lanes used for nor-
malization of protein loading (f)

the regulation of NAD™ levels, and thus, a fundamental
role for CYB5R3 in metabolism and aging has been
proposed (de Cabo et al. 2009; Siendones et al. 2014).
Moreover, it has been considered that some of the ben-
eficial effects CR exerts on health could be related, at
least in part, to CYB5R3 induction (De Cabo et al. 2004;
Lopez-Lluch et al. 2005; Navas et al. 2007). However,
whereas some of the salutary effects of CR are indeed
mimicked in transgenic mice overexpressing CYB5R3
(Tg mice) (Martin-Montalvo et al. 2016), the mecha-
nisms involved in metabolic adaptation of Tg mice
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Fig. 8 Levels of mitochondrial complexes relative to VDAC in liver. a to e as in Fig. 5. Statistical differences were found only for complex

IV/VDAC (d)

might be independent of those described for CR. In this
sense, Tg mice fed a standard diet ad libitum were fatter
but not heavier than the corresponding WT controls, and
preferentially used carbohydrate to meet their energy
needs. These two traits clearly depart from a typical
CR phenotype, which is characterized by the decrease
of body weight, adiposity and the use of fat as a fuel
source (Guarente 2008; Martin-Montalvo et al. 2013).
Since saturated fatty acids are required to allow mito-
chondrial 3-oxidation to proceed (Kunau et al. 1995),
metabolic adaptations elicited by CYB5R3 overexpres-
sion might be related to the action of this enzyme in
enhancing elongation and desaturation of fatty acids,
which may lead to the inhibition of fatty acid f3-
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oxidation and, thus, to the preferential use of carbohy-
drate metabolism (Martin-Montalvo et al. 2016). Lipid
composition of membranes is also modified by CR, but
the changes again differ from those produced by
CYBS5R3 overexpression. In this sense, CR decreases
the levels of long-chain PUFA and increases monoun-
saturated fatty acids without any change in saturated
fatty acids, as result of a metabolic reprogramming
leading to lower levels of oxidative damage which could
contribute to the extension of lifespan (Jove et al. 2014;
Laganiere and Yu 1989; Laganiere and Yu 1993).
Because CR and CYBS5R3 overexpression modify
key aspects of energy metabolism and the lipid profile
of tissues in opposite ways, it is important to study if
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Fig. 9 Levels of mitochondrial complexes relative to VDAC in hind limb skeletal muscle. a to e, as in Fig. 6. Significant differences
between groups or diets and genotype-diet interaction were found where noted

some of the metabolic adaptations induced by CYB5R3
overexpression are affected by CR. In accordance with
this idea, our previous research has shown that increas-
ing n-3 PUFA in tissues can be beneficial to mice fed ad
libitum (Hagopian et al. 2010), while shortening
lifespan in mice fed a CR diet (Lopez-Dominguez
et al. 2015).

After being fed a standard diet for 4 months ad
libitum, CYB5R3 mice showed no significant differ-
ences in body weight with respect to their WT controls,
which is in agreement with our previous research in
these mice fed closely related standard or high-fat diets
(Martin-Montalvo et al. 2016). However, although CR
produced a significant decrease of body weight in both

genotypes, CYB5R3 overexpression led to a greater
preservation of body weight—and to a greater extent
of liver weight. Thus, CYB5R3 emerges for the first
time as a key determinant in the control of organ and
body weight in mice under CR.

Quantification of CYB5R3 polypeptide levels in liv-
er and skeletal muscle homogenates from mice fed ad
libitum also confirmed our previous observations, with a
modest although statistically significant increase of
CYB5R3 polypeptide in liver and a dramatic augmen-
tation in skeletal muscle from Tg in comparison with
WT mice (Martin-Montalvo et al. 2016). Skeletal mus-
cle is thus a suitable model to study the direct effects of
CYBS5R3 overexpression in the cellular physiology.
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While CR did not affect CYB5R3 levels in skeletal
muscle, this intervention produced a decrease in liver,
particularly in Tg mice. The decrease of hepatic
CYBS5R3 in young mice submitted to CR is in accor-
dance with our previous research carried out in Fischer-
344 rats (De Cabo et al. 2004) and C57BL/6J mice
(Lopez-Lluch et al. 2005), which allowed us to docu-
ment that CR has a dual effect on CYB5R3 levels in
liver plasma membrane. Of note, while a decrease in a
CYBS5R3-dependent activity was observed in young
animals fed a CR diet, a remarkable increase was ob-
served in old animals fed the CR diet lifelong. Further-
more, hepatic expression and polypeptide levels of
CYBS5R were also decreased in C57BL/6J mice after
18-h fasting, which was confirmed in HepG2 and
Hepal.6 cell lines cultured under glucose deprivation
(Jakobs et al. 2014). In brain, CYB5R3 levels were
unchanged by CR in young, but markedly increased in
old Ficher-344 rats fed a CR diet. A substantial increase
of CYBS5R3 levels was also observed in SH-SYS5Y
neuroblast cells cultured with serum obtained from rats
that had been fed under CR, in comparison with cells
cultured with serum obtained from rats fed ad libitum
(Hyun et al. 2006). Taken together, these observations
demonstrate the existence of age and tissue-specific
mechanisms regulating CYB5R3 levels by CR.

Of note, whereas the expression of ectopic CYB5R3
in Tg mice is controlled by a viral promoter (CMV),
expression of the endogenous CYB5R3 gene is con-
trolled by SP1 transcription factor (Toyoda et al.
1995), which can be further upregulated through
FOXO3a and Nrf2 under conditions of nutritional and
oxidative stress (Siendones et al. 2014). Since the levels
of CYBSR3 polypeptide were similarly affected by CR
in both WT and Tg mice, it is very likely that this
regulation is post-transcriptional.

Previous research has firmly established that CR
results in increased mitochondrial number and mass,
and it may reduce ROS production without decreasing
cellular respiration (Civitarese et al. 2007; Lopez-Lluch
et al. 2006). However, how CR targets mitochondrial
metabolism in mice overexpressing CYBS5R3 is
completely unknown. To elucidate the putative crosstalk
between CR and CYB5R3 overexpression in the regu-
lation of mitochondrial mass and function, we used here
a battery of antisera raised against key mitochondrial
proteins, including VDAC, different subunits of mito-
chondrial complexes, the mitofusins Mfnl and Mfn2,
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the fission factor Fisl and two transcription factors
involved in mitochondrial biogenesis: Nrfl and TFAM.

VDAC is an abundant protein of the outer mitochon-
drial membrane whose levels serve as a biochemical
estimate of mitochondrial mass (Grinewald et al.
2014). No significant differences among experimental
groups were found for hepatic VDAC, but a substantial
increase was observed in skeletal muscle from WT mice
on CR in comparison with their ad libitum controls,
supporting a higher mitochondrial abundance in this
tissue under CR conditions. In accordance with previous
investigations (Villalba et al. 2015), our results support
that mitochondrial metabolism is rapidly adapted to CR
in skeletal muscle compared with other tissues as liver,
although another pathways which also affects the rate of
aging, as mTOR signalling and the ubiquitin-
proteasome pathway, were not affected by CR in skele-
tal muscle from young rats but a substantial inhibition
was achieved in middle-age animals (Chen et al. 2019).
The observations reported here are however in contrast
with our previous studies based on a quantitative ap-
proach using electron microscopy, which allowed us to
document that a 6-month CR intervention based on
AIN93G diet was sufficient to increase mitochondrial
abundance in mouse liver (Khraiwesh et al. 2014;
Khraiwesh et al. 2013) whereas these changes were
not detected in skeletal muscle (Gutierrez-Casado et al.
2019). Since the amount of fat constitutes the main
difference between AIN93G (7% fat) and AIN93M
(4% fat) diets, the possibility exists that this factor plays
a key role in determining the rate of mitochondrial
adaptations of different tissues to CR. However, contro-
versial results regarding changes of mitochondrial mass
with CR and aging may also arise from the heterogene-
ity in the methods used to assess mitochondrial content
(Cartee et al. 2016), as discussed in our previous publi-
cation (Gutierrez-Casado et al. 2019).

Interestingly, CYB5R3 overexpression abated the
increase of VDAC levels in skeletal muscle from mice
fed under CR, an effect that might be related to the
inhibition of mitochondrial (3-oxidation and the prefer-
ential use of carbohydrate metabolism in Tg mice
(Martin-Montalvo et al. 2016). Mfn2 (but not Mfnl)
and TFAM were dramatically increased and NRF1
tended to increase by CR in liver of WT mice, which
is partially in accordance with a previous research that
documented the upregulation of hepatic Mfn2 and
TFAM mRNA in mice fed under CR for 3 or 12 months
starting at 2 months of age (Nisoli et al. 2005). However,
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this research also evidenced an increase of Mfnl mRNA
that we have not confirmed here at the level of polypep-
tide. In accordance with our results, NRF1 mRNA levels
increase in HeLa cells cultured with CR serum and this
effect is inhibited by insulin (Lopez-Lluch et al. 2006),
and TFAM and NRF1 protein levels decrease with aging
in rat liver, and this decrease can be prevented by CR
(Picca et al. 2013). According to our results, CR not
only prevents the aging-related decrease of hepatic
TFAM in old animals, but it even increases the level of
this factor in young mice. The lack of Fisl changes in
WT mice fed under CR is in contrast with the increase
reported for this fission factor in mice fed an AIN-93G
diet for 6 months under CR conditions (Khraiwesh et al.
2013). This highlights again the importance of dietary
fat content (AIN-93G vs. AIN-93M) and/or duration of
intervention (6 months vs. 4 months) in determining the
outcome of CR on mitochondrial dynamics.

Of note, CYB5R3 overexpression abated (for Mfn-2
and Fisl) or at least attenuated (for TFAM) the effect of
CR in lever. CYB5R3 overexpression led to an increase
of'hepatic Fisl in mice fed ad libitum, but this effect was
abated by CR. Moreover, CYBSR3 overexpression also
led to decreased hepatic NRF1, indicating a global effect
on mitochondrial metabolism, dynamics and biogenesis
in mice fed under CR. Mfn2 is a key protein of facili-
tating of contacts between endoplasmic reticulum and
mitochondria which might result in an improvement in
the processing of fat deposits (de Brito and Scorrano
2008; Rieusset 2018). The absence of CR effect of
hepatic levels of Mfn2 in Tg mice and the decrease of
TFAM and NRF1 in Tg mice fed under CR in compar-
ison with WT mice fed the same diet might be related to
the enhancement of carbohydrate metabolism in mice
overexpressing CYB5R3 (Martin-Montalvo et al.
2016).

Changes elicited by CR and/or CYB5R3 overexpres-
sion in skeletal muscle were different to those observed
in liver, indicating the existence of tissue specificity for
mitochondrial adaptations to the interventions. In skel-
etal muscle, we evidenced an increase in the level of
Minl protein by CR in both genotypes, although Mfn2
was unaffected. It has been demonstrated elsewhere that
CR increases the protein levels of Mfn2 in skeletal
muscle of female swiss mice fed for 6 months with the
same diet used here (AIN93M) starting at 1 month of
age (Cerqueira et al. 2011). This discrepancy may be
caused by differences in sex and strain (Mitchell et al.
2016). Previous results of our own group have also

demonstrated an increase of Mfn2 levels in skeletal
muscle of C57BL/6 mice fed the AIN93G diet under
CR conditions for 6 months starting at 3 months of age
(Gutierrez-Casado et al. 2019). This fact revels again the
importance of the amount of fat in the diet. The increase
of Mfnl in skeletal muscle of mice of both genotypes
fed under CR could indicate an increase in mitochon-
drial fusion needed to protect against autophagic degra-
dation of these organelles (Tilokani et al. 2018). Addi-
tional studies will be necessary to elucidate putative
changes in autophagy by CYB5R3 overexpression in
mice fed under CR.

Unlike the results obtained in liver, levels of TFAM
were not affected by CR but, interestingly, we evidenced
a general effect of CYBSR3 overexpression increasing
this factor independently of diet. While Civitarese et al.
(2007) have demonstrated that TFAM mRNA is in-
creased in muscle of healthy humans under CR, the
intervention was not evaluated for TFAM at the levels
of polypeptide. The dramatic increase of NRF1 poly-
peptide in skeletal muscle from WT mice fed under CR
is in accordance with the similar increase observed for
the mitochondrial abundance marker VDAC (see
above). Of note, as also found for VDAC, the increase
of NRF1 levels by CR was not observed in Tg mice,
reinforcing the interference of both interventions.

While we found no major changes in the marker of
hepatic mitochondrial abundance (VDAC) in liver tis-
sue, an increase of fatty acid 3-oxidation in response to
CR could influence the activity and abundance of mito-
chondrial complex subunits (Chen et al. 2012a). Levels
of complex III were increased by CR in both WT and Tg
mice, which could facilitate electron flow through the
mitochondrial chain. In skeletal muscle, CYB5R3 over-
expression by itself increased the levels of complexes II
and IIT in mice fed ad libitum, and CR apparently
produced a generalized increase in the levels of mito-
chondrial complexes, although this effect seemed to be
blunted when the dietary intervention was combined
with CYB5R3 overexpression. Nevertheless, when the
levels of mitochondrial complexes were normalized to
those of VDAC to analyse those intrinsic changes taking
place in the mitochondrial membranes independently of
changes accounted by alterations in mitochondrial abun-
dance, we were able to evidence a consistent effect of
CYBS5R3 overexpression to increase the levels of ETC
complexes in both tissues, being the effect particularly
striking in skeletal muscle. It has been shown that the
increase in the levels of complex I by CR does not
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produce an increase in the levels of ROS in skeletal
muscle (Chen et al. 2012b). The increase of ETC com-
plexes could indicate a higher production of ATP with-
out higher ROS production in Tg mice, as we have
already demonstrated in liver (Martin-Montalvo et al.
2016).

In summary, our data support that many alterations
elicited by CR in mitochondrial abundance and dynam-
ics can be hindered by CYB5R3 overexpression, but
these effects are compensated by a greater abundance of
mitochondrial ETC complexes in Tg mice submitted to
this dietary intervention.
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