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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Hisﬁofia del articulo: Introduccion: Entre los principales componentes lipidicos de las membranas celulares se encuentran los
Recibido el 1 de marzo de 2018 glicerofosfolipidos, que se sintetizan en una via de novo a partir del diacilglicerol (DAG). El perfil lipidico es
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. e una caracteristica optimizada asociada con la longevidad animal. En este contexto, hipotetizamos que la
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tasa de biosintesis de DAG y, por extension, de glicerofosfolipidos, guarda una relacién con la longevidad
de una especie animal.
Material y métodos: Se realiza un andlisis lipidémico basado en espectrometria de masas del plasma de 11
especies de mamiferos que cubren un rango de longevidad maxima de 3,5 a 120 afios. La identificacion de
especies lipidicas se basa en masa exacta, tiempo de retencién y distribucién isotépica. Se aplica un test
ANOVA para obtener las especies lipidicas diferenciales entre las especies y la correlacién de Spearman
para establecer su asociacién con la longevidad. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa
SPSS y el software para el andlisis metabolémico MetaboAnalyst.
Resultados: Entre las 1.061 especies moleculares lipidicas diferenciales se identifican 47 DAG, 14 de los
cuales presentan una correlacion significativa y negativa con la longevidad animal. El analisis multiva-
riante muestra que solamente con estos 14 DAG somos capaces de discriminar una especie animal y su
longevidad maxima.
Conclusiones: Estos resultados indican que las especies longevas tienen una menor tasa de biosintesis
de novo de glicerofosfolipidos, posiblemente asociada a una menor tasa de recambio de los lipidos de
membrana, lo que conllevaria un menor coste energético.
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ABSTRACT

I<§yword35 ] Background: The glycerophospholipids, synthesised from diacylglycerol (DAG), are one of the main lipid
Blécdylgl}’cendes components of cell membranes. The lipid profile is an optimised feature associated with animal longevity.
1p1aomics

In this context, the hypothesis is presented that the DAG biosynthesis rate, and thus, the glycerophosp-
holipids content, is related to animal longevity.

Material and methods: A plasma lipidomic analysis was performed based on the mass spectrometry of 11
mammalian species with a maximum longevity ranging from 3.5 to 120 years. Lipid identification was
based on exact mass, retention time, and isotopic distribution. ANOVA test was applied to differentiate
the lipids between animal species. The relationship between these lipids and longevity was carried out
with a Spearman correlation. Data was analysed using SPSS and MetaboAnalyst.

Results: Among the 1,061 different lipid molecular species found between species, 47 were defined as
DAG. Interestingly, 14 of them showed a negative correlation with mammalian maximum longevity. Mul-
tivariate statistics revealed that 14 DAGs were enough to define mammalian species and their maximum
longevity.

Mass spectrometry
Maximum longevity
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Conclusions: Data suggest that long-lived mammalian species have a lower rate of glycerophospholipids
synthesis through the de novo pathway, possibly associated with a lower rate of membrane lipid exchange,
which in turn is related to lower energy expenditure.

© 2018 SEGG. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La funcién primaria de los lipidos en los sistemas biologicos
es generar membranas. Fue posteriormente durante la evolucién
que esta propiedad se extendi6 a nuevas funciones tales como la
sefializacién celulary, mas tarde, el almacenamiento de energia. Los
lipidos son macromoléculas esenciales para la vida que se encuen-
tran en todos los organismos vivos, constituyendo los elementos
centrales de las membranas biolégicas. Durante la década de los 70-
80 se describi6 por primera vez que la composicién lipidica varia
de forma sistemdtica entre las distintas especies de mamiferos'~.

Existen evidencias cientificas que muestran que la vida aerébica,
y las especies longevas, han evolucionado reduciendo el conte-
nido de aquellos componentes con mayor susceptibilidad de ser
dafiados oxidativamente, lo que les confiere una mayor estabilidad
estructural®. En términos lipidicos, esto se traduce en una dismi-
nucién del grado de insaturacién y, en consecuencia, una mayor
resistencia a la oxidacién, de las membranas biolégicas tisulares
en las especies mas longevas*?, incluyendo vertebrados'?-13 e
invertebrados'4-16 de longevidad extrema. Al presentar una lon-
gevidad 5 veces mayor de lo esperado por su peso corporal!”,
los humanos son considerados una especie animal de longevidad
extrema y, como tales, comparten las caracteristicas lipidicas tipi-
cas de las especies longevas. En este sentido, se ha observado que
los individuos descendientes de nonagenarios tienen membranas
eritrocitarias mas resistentes a la peroxidacién's.

Dado que la mayoria de los estudios se han realizado a nivel
tisular, son pocos los trabajos que han determinado las posibles
adaptaciones de los lipidos plasmaticos a la longevidad de las espe-
cies animales. En un estudio de fisiologia comparada publicado
recientemente se demuestra que existe un lipidoma plasmatico
asociado a la longevidad de las especies caracterizado por un
menor contenido plasmatico de glicerofosfolipidos (GFL) y acidos
grasos libres de cadena larga, mayor resistencia a la oxidacién
lipidica y menor contenido de productos derivados de la peroxi-
dacién lipidica'®. En humanos de edad avanzada, se ha descrito
un lipidoma plasmatico caracterizado por una mayor capacidad
antioxidante?021,

Los estudios 6micos de caracter comparado permiten abordar la
evolucién del genoma y la expresion genética. Dado que existe una
relacién bidireccional entre metabolitos y expresién génica, el estu-
dio comparado del metaboloma nos permite definir posibles rutas
metabdlicas relacionadas con la evolucién de los mamiferos. En este
sentido, hemos disefiado un estudio de comparada donde analiza-
mos el lipidoma plasmatico de 11 especies distintas, abarcando un
rango de longevidad maxima (o MLSP, del inglés Maximum lifes-
pan potential) de entre 3,5 y 120 afios. Hemos podido definir la
existencia de una correlacién negativa entre el contenido de dia-
cilglicéridos (DAG) y la MLSP de las especies, que podria explicar
el menor contenido de GFL plasmaticos descrito en las especies
mas longevas, ademads de definir un modelo capaz de predecir la
longevidad animal basandonos en 14 DAG plasmaticos.

Material y métodos
Animales

Las especies de mamiferos participantes en el presente estu-
dio cubren un rango de longevidad maxima de 3,5 a 120 afios.

Todos los especimenes son machos adultos de una edad corres-
pondiente al 15-30% de su longevidad maxima. Asi, por ejemplo,
la edad de los ratones era de 8 meses, mientras que la de los
humanos participantes era de entre 20 y 35 afios. En el estudio se
incluyen las siguientes especies animales (especie; MLSP en afios;
tamafio muestral n): ratéon (Mus musculus; 3,5; n=6), rata (Rat-
tus norvegicus; 4,5; n=10), cobaya (Cavia porcellus [C. porcellus];
8; n=12), conejo (Oryctolagus cuniculus [O. cuniculus]; 13; n=10),
gato (Felis catus [F. catus]; 20; n=12), perro (Cannis familiaris; 20;
n=12), oveja (Ovis aries [O. aries]; 20; n=12), cerdo (Sus scrofa [S.
scrofa]; 27; n=12), toro (Bos taurus; 30; n=9), caballo (Equus caba-
llus [E. caballus]; 46; n=12) y humano (Homo sapiens; 120; n=15).
Las muestras bioldgicas de las diferentes especies animales fue-
ron suministradas por Charles River Laboratories Espaiia, SA; y las
de humanos se obtuvieron de voluntarios sanos. Todas las mues-
tras de sangre se obtuvieron en ayunas (8-12 h) mediante puncién
cardiaca para ratones, de aorta abdominal para las ratas, y por
venopuncién para el resto de las especies (humanos incluidos), fue-
ron centrifugadas para separar la fraccién plasmatica y congeladas
inmediatamente en nitrégeno liquido, transferidas y almacenadas
antes de 4h a —80°C, y utilizadas posteriormente en el analisis
lipidémico.

Los protocolos de obtencién y uso de muestras biolégicas de
origen animal fueron aprobados por el Comité Etico de Experi-
mentaciéon Animal de la Universidad de Lleida, mientras que los
protocolos humanos lo fueron por el Comité Etico en Investigacion
Clinica del Hospital Universitario Arnau de Vilanova (de acuerdo
con la Declaracién de Helsinki). Todos los individuos fueron infor-
mados sobre los objetivos y la extension de la investigacién y
firmaron un consentimiento informado.

Andlisis lipidomico

El andlisis lipidomico se basa en un método descrito
previamente'®. Con el objetivo de precipitar la proteina, 600 wl de
acetona fria se afladieron a 200 .l de muestra (25wl de plasma
y 175l de tampén fosfato). Posteriormente, las muestras fue-
ron agitadas vigorosamente durante 10s y suavemente a 4°C
durante 30 min. Seguidamente, las muestras fueron centrifuga-
das a 1.400 rpm durante 10 min y el sobrenadante fue evaporado
en un Speed Vac (Thermo Fisher Scientific, Barcelona, Espafia).
Se afiadieron estandares internos representativos de las familias
lipidicas, tal y como se describi6é previamente!®. Los lipidos plas-
maticos se extrajeron afiadiendo metanol:cloroformo:0,7% cloruro
potasico (1:2:1, v/v/v). Después de que las muestras fueran agi-
tadas y centrifugadas a 1.400 rpm durante 10 min, la fraccién de
cloroformo se separé y evapor6 en el Speed Vac (Thermo Fisher
Scientific, Barcelona, Espafia). Finalmente, las muestras se resus-
pendieron en cloroformo:metanol (1:3, v/v) y se inyectaron en el
sistema cromatégrafo. Los extractos lipidicos fueron sometidos a
espectrometria de masas utilizando la plataforma Agilent LC 1200
series acoplada a un ESI-QTOF-MS/MS 6520 (Agilent Technologies,
Barcelona, Espafia). Brevemente, en el método de cromatografia
liquida (LC), 2 p.L de muestra fueron inyectados en una columna de
fase reversa (LXBridge C18 column; 2,1 x 150 mm, 3,5 wm, Waters
Corp., Milford, MA, EE. UU.) equipada con una precolumna de fase
reversa (XBridge C18; 2,1 x 10 mm, 3,5 pm, Waters Corp., Milford,
MA, EE. UU.) a 55°C. El flujo fue de 250 pl/min con el solvente A
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formado por acetato de amonio en metanol-agua (90:10, v/v) y el
solvente B por acetato de amonio 5mM en 1-propanol-hexano-
agua (79:20:1, v/v/v). El gradiente consistié6 en 100% solvente A
durante 2 min, del 0% al 100% en 30 min, manteniendo el 100% B
durante 3 min, volver al 0% B en 20 min, y reequilibrar a 0% sol-
vente B durante 4 min. Los datos se recogieron en modo TOF de
ionizacién positiva y negativa, y se adquirieron todas las masas en
un rango dinamico extendido (2 GHz) de 100-3.000 m/z, usando N,
como gas nebulizador (5 L/min, 350 °C). El voltaje del capilar fue de
3.500V, con una velocidad de adquisicién de 1 scan/s.

La adquisicién de datos fue llevada a cabo con MassHun-
ter Data Analyses Software (Agilent Technologies, Barcelona,
Espafia) y se utiliz6 MassHunter Qualitative Analysis Software
(Agilent Technologies, Barcelona, Espaiia) para obtener las carac-
teristicas moleculares de las muestras, tal como se ha descrito
anteriormente'. Se utiliz6 MassHunter Mass Profiler Professional
Software (Agilent Technologies, Barcelona, Espafia) para el ana-
lisis lipidémico no dirigido a partir del cual se seleccionaron los
14 DAG. Finalmente, se utiliz6 el paquete de R OrbisMet (disponi-
ble en http://hdl.handle.net/10609/65305)y el paquete estadistico
SPSS/PC para Windows (SPSS, Chicago, IL, EE. UU.) para el analisis de
correlaciones, curvas de regresion y analisis multivariante (analisis
de componentes principales (PCA, del inglés Principal Component
Analyses) y Random Forest).

Resultados
Relacion entre longevidad mdxima y diacilglicéridos plasmadticos

Se detect6 la presencia de 1.061 lipidos plasmaticos diferencia-
les entre las especies estudiadas. De los lipidos identificados, 47
eran DAG, y 14 de estos correlacionaban negativamente con la MLSP
tras aplicar la correlaciéon de Spearman (r) (tabla 1). El heatmap de
la figura 1 muestra el grado de correlacién entre los 14DAG y la
longevidad maxima (MLSP) de las especies animales. En el anali-
sis de regresion se observé que la relacién entre la abundancia de
los 14DAG y la MLSP es de tipo exponencial en casi todos ellos
(tabla 2). En la figura 2 se muestran graficamente aquellos DAG
que correlacionan negativamente con la longevidad y muestran
un mejor ajuste a un modelo exponencial (DAG(39:7): R?=0,46,
r=-0,29, p=0,001; DAG(39:6): R2=0,45, r=-0,43, p<0,001;
DAG(37:3): R2=0,35, r=-0,26, p=0,004; DAG(32:2): R2=0,35;
r=-0,23, p=0,009). Globalmente, estas correlaciones demuestran
una disminucién progresiva en el contenido de los DAG estudiados
conforme aumenta la longevidad maxima en las diferentes especies
de mamiferos.

En un intento por discernir si existe alguna particularidad que
defina los DAG que correlacionan con la longevidad animal, se
procede a realizar una distribucién de los mismos, tanto si correla-
cionan (14 especies lipidicas) como si no (33 especies lipidicas) de
acuerdo al nimero de 4tomos de carbono y nimero de dobles enla-
ces (fig. 3 y figura suplementaria 1). Los resultados, a pesar de no
mostrar un patrén claramente diferencial entre aquellos DAG que
correlacionan con la longevidad maxima de las especies y los que
no, si que demuestran que i) aquellos que no correlacionan poseen
mayoritariamente mas de 40 carbonos, y ii) aquellos que correla-
cionan presentan PUFA en sus cadenas y especialmente con 3 o 4
dobles enlaces.

Un paso mas alla en el establecimiento de un perfil lipidico de
DAG que correlacionen con la MLSP seria un anadlisis dirigido que
permita discernir la presencia de acidos grasos especificos, asi como
la posicién estructural dentro de la molécula (sn-1, sn-2 o sn-3), ya
que la identificacion efectuada en el analisis no dirigido no permite
llegar a este detalle.

Tabla 1
Correlacién de Spearman entre los 47 DAG identificados y la longevidad méxima

DAG N.o carbonos N.o dobles enlaces r p-valor
DAG(39:6) 39 6 -0,437 4,79E-07
DAG(44:3) 44 3 -0,381 1,46E-05
DAG(39:4) 39 4 -0,363 3,88E-05
DAG(37:4) 37 4 -0,356 5,66E-05
DAG(38:4) 38 4 -0,331 1,96E-04
DAG(42:7) 42 7 -0,320 3,20E-04
DAG(39:7) 39 7 -0,297 0,001
DAG(42:3) 42 3 -0,287 0,001
DAG(42:8) 42 8 -0,269 0,003
DAG(37:3) 37 3 -0,262 0,004
DAG(44:5) 44 5 -0,260 0,004
DAG(32:2) 32 2 -0,236 0,009
DAG(44:4) 44 4 -0,216 0,017
DAG(38:3) 38 3 -0,213 0,018
DAG(40:3) 40 3 -0,163 0,073
DAG(38:0) 38 0 -0,148 0,104
DAG(44:6) 44 6 -0,138 0,130
DAG(44:3) 44 3 -0,131 0,151
DAG(42:4) 42 4 -0,120 0,186
DAG(44:8) 44 8 -0,113 0,216
DAG(44:9) 44 9 0,082 0,366
DAG(41:4) 41 4 0,076 0,403
DAG(40:0) 40 0 0,068 0,459
DAG(44:9) 44 9 0,064 0,480
DAG(44:9) 44 9 0,057 0,536
DAG(42:7) 42 7 0,047 0,608
DAG(37:4) 37 4 -0,043 0,635
DAG(43:4) 43 4 0,042 0,649
DAG(40:1) 40 1 0,041 0,650
DAG(38:6) 38 6 —-0,040 0,660
DAG(40:0) 40 0 0,040 0,662
DAG(44:2) 44 2 0,039 0,669
DAG(43:3) 43 3 0,037 0,685
DAG(43:5) 43 5 0,037 0,686
DAG(40:1) 40 1 0,032 0,724
DAG(44:7) 44 7 0,030 0,743
DAG(40:4) 40 4 0,022 0,806
DAG(42:9) 42 9 0,022 0,812
DAG(42:8) 42 8 0,021 0,819
DAG(36:0) 36 0 0,019 0,838
DAG(40:1) 40 1 0,013 0,885
DAG(44:7) 44 7 0,011 0,907
DAG(43:3) 43 3 0,010 0,909
DAG(34:1) 34 1 0,007 0,938
DAG(41:2) 41 2 —0,006 0,951
DAG(43:2) 43 2 —-0,001 0,989
DAG(42:0) 42 0 —-0,001 0,989
Tabla 2

Andlisis de regresion no lineal entre el contenido de los 14DAG y la longevidad
maxima

DAG Ecuacién R?
DAG(39:7) y=22,13 * exp(—0,095*x) + —0,36 0,4649
DAG(39:6) y=8,564 * exp(-0,095*x) + 0,585 0,457
DAG(37:3) y=4,899 * exp(-0,073"x) + 0,404 0,3583
DAG(32:2) y=5,469 * exp(-0,072*x) + 0,302 0,3545
DAG(42:7) y=0,00436x2 -0,664x+17,8 0,3247
DAG(44:3) y=10,062 * exp(-0,073*x)+0,178 0,3241
DAG(38:3) y=7,022 * exp(-0,064*x) + 0,236 0,2981
DAG(44:5) y=4* exp(-0,073*x)+0,569 0,2916
DAG(39:4) y=4,505 * exp(-0,068*x) + 0,522 0,2585
DAG(38:4) y=10875,1 * exp(-0,05*x) + —893,1 0,1128
DAG(42:8) y=3,272x2 -501,6x + 13176 0,112
DAG(37:4) y=0,2364x2 -49,29x + 2500 0,05734
DAG(42:3) y=0,394x2 -73,41x+3174 0,03805
DAG(44:4) y=0,2247x2 -34,39x + 1099 0,03333

Relacion entre el contenido de glicerofosfolipidos plasmdticos y la
especie animal

El andlisis estadistico multivariante no supervisado, concreta-
mente el PCA revela que, utilizando solo estos 14 DAG, somos


http://hdl.handle.net/10609/65305

N. Mota-Martorell et al. / Rev Esp Geriatr Gerontol. 2019;54(2):88-93

Densidad
005115 2

)

DAG
DAG
DAG
DAG

DAG
DAG
DAG
DAG
DAG
DAG

91

DAG (37:3)
DAG (44:5)
DAG (42:8)
DAG (39:4)
DAG (39:6)
DAG (38:4)
DAG (44:4)
DAG (42:3)
DAG (32:2)
DAG (44:3)
DAG (39:7)
DAG (42:7)
DAG (38:3)
DAG (37:4)
MLSP

39:7)
42:7)
38:3)
37:4)
MLSP

DAG
DAG
DAG
DAG

Figura 1. Heatmap que muestra el grado de correlacién entre los 14 diacilglicéridos (DAG) y la longevidad maxima (MLSP). Cada linea del grafico representa el valor r de cada
correlacién tras aplicar un test de Spearman, coloreada en una escala entre —1 (azul, mitad izquierda del grafico que relaciona densidad y valor situado en la parte superior
izquierda de la figura) y +1 (rojo, mitad derecha del mismo grafico), ambos indicando un elevado grado de correlaci6n.
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Figura 2. Regresion no lineal entre el contenido de DAG especificos y la longevidad maxima.

capaces de definir especies animales con distinta longevidad,
siendo C. porcellus y O. aries los mejor caracterizados (fig. 4).

La capacidad de estos 14 DAG para definir una especie animal se
validé aplicando un anadlisis de tipo bosques aleatorios (o Random
Forest), que reveld un error global de clasificacién del 16% (tabla 3).
De este modo, con Gnicamente 14 DAG se puede definir la especie
animal con una probabilidad de acierto del 84%. Concretamente,
este tipo de andlisis permitiria clasificar correctamente los indivi-
duos de C. porcellus (error de clasificacion del 0%), S. scrofa (error
de clasificacién del 0%), O. aries (error de clasificacién del 8.33%) y

E. caballus (error de clasificacién del 8.33%) pero no seria (til para
clasificar el O. cunniculus (error de clasificacién del 50%) y F. catus
(error de clasificacion del 33.3%).

Discusion

Los DAG son los precursores de la biosintesis de novo de GFL,
incluyendo fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol y cardiolipina®?. Los GFL consti-
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Figura 4. Grafico tridimensional de PCA que muestra la agrupacién de los especi-
menes/individuos de la misma especie animal en base a las 14 especies lipidicas de
DAG que correlacionan con la longevidad maxima.

tuyen los principales componentes de las membranas biolégicas, y
el contenido de estos varia en funcién del tipo celular y organulo?3.

Los GFL participan en el mantenimiento de las propiedades
estructuralesy funcionales de las membranas celulares, asi como en
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diversidad de funciones como el trafico vesicular y la sefializacién
intracelular??, constituyéndose también en un sustrato biol4gico
determinante de la longevidad de las especies animales. Estu-
dios comparativos entre especies de distinta longevidad muestran
una reduccién de GFL a nivel tisular®!724 y plasmatico?>26 que
se mantiene en humanos2%2127.28 Nuestros resultados muestran
que el menor contenido de DAG podria explicar, en parte, el
menor contenido de GFL en las especies mas longevas. Ademas,
el elevado contenido de DAG y GFL documentados en varias con-
diciones patolégicas??3° refuerzan el posible papel beneficioso de
una reduccion de dichas especies lipidicas en especies animales
longevas.

En este estudio se propone un modelo capaz de discernir entre la
longevidad maxima de las especies en base al contenido plasmatico
de 14 DAG con una probabilidad de acierto del 84%. Los GFL cons-
tituyen uno de los factores determinantes de la longevidad puesto
que representan el 42,5% de las especies lipidicas que correlacionan
de forma inversa con la longevidad de los mamiferos, mientras que
los glicerolipidos solamente representan el 17,5%'°. La existencia
de un perfil lipidico especifico asociado a la longevidad, capaz de
identificar individuos longevos Gnicamente con 20 especies lipi-
dicas, ya se habia descrito anteriormente en humanos?3. En este
sentido, los resultados obtenidos refuerzan la importancia del lipi-
doma plasmatico como factor clave de la longevidad.

No obstante, siguiendo con la linea de los resultados obteni-
dos, el contenido plasmatico de los DAG no es el Gnico factor que
determina la longevidad de las especies. En este sentido, se ha
demostrado la existencia de mecanismos moleculares compartidos
entre las distintas especies, incluyendo la presencia de membra-
nas mds resistentes a la oxidacion en especies longevas*”:8141531,
Ademas, estudios recientes muestran también la existencia de
mecanismos reguladores adicionales de la longevidad especificos
de cada especie animal®233, hecho que dificulta el establecimiento
de modelos generales predictivos de la longevidad.
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Tabla 3
Analisis de bosques aleatorios (Random Forest) entre los 14 DAG y la longevidad maxima
M. musculus  R. norvegicus C. porcellus O. cunniculus 0. aries C. familiaris S.scrofa B.taurus F.catus E.caballus H.sapiens Error de
clasificacién
M. musculus 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,167
R. norvegicus 1 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1
C. porcellus 0 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
O. cunniculus 0 3 0 5 0 0 1 0 1 0 0 0,5
O. aries 0 0 0 0 11 0 0 0 0 0 1 0,0833
C. familiaris 0 0 0 0 0 10 0 0 1 0 1 0,167
S. scrofa 0 0 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0,0
B. taurus 0 0 0 0 1 1 0 7 0 0 0 0,222
F. catus 0 0 0 0 0 3 0 0 8 0 1 0,333
E. caballus 0 0 0 0 1 0 0 0 0 11 0 0,0833
H. sapiens 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 12 0,2
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