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Introduccion

La longevidad de los seres vivos ha sido ampliamente investigada por cientificos a nivel
mundial y, desde hace muchos siglos, los seres humanos han tenido entre sus inquietudes el
cémo prolongar su vida, o vivir eternamente; historias como la fuente de la eterna juventud o la
contraccion espacio / tiempo basada en la Teoria de la Relatividad de Einstein son algunos

ejemplos bastante representativos.

El como extender la vida humana en un tiempo muy superior al promedio general es
una cuestion de gran interés desde muy diversos puntos de vista, que ha de plantearse desde
el conocimiento de los mecanismos que subyacen al propio proceso de envejecimiento.
¢, Cuales son los componentes estructurales y los mecanismos fisiolégicos determinantes del
proceso de envejecimiento y la longevidad? ;Cual es el papel que juegan estos mecanismos
en la aparicion de las enfermedades asociadas con la edad como, por ejemplo, la diabetes, la
ateroesclerosis, o las enfermedades neurodegenerativas? ;Cuanto mas puede extenderse la

expectativa de vida humana?’

Lo que se sabe al respecto es que la longevidad de cada especie con vida esta
contenida en su patrimonio genético: una mosca vive 3 dias, un ratén, 3 afios, una ballena azul,
80 afios, una tortuga marina, 200 afos, una persona al menos hasta 122 afos, si nos
atenemos a la experiencia de Jeanne Calment, la francesa que ostenta el récord de mayor

longevidad humana demostrada.

Es importante tener en cuenta desde el primer momento la diferencia existente entre
los términos longevidad media y longevidad maxima, pues se trata de dos conceptos que,
aunque ligados, son distintos. La longevidad media o esperanza de vida se refiere a los afios
promedio que un individuo puede llegar a vivir por pertenecer a una poblacién especifica. Por
ejemplo, en el caso de los seres humanos, no tiene la misma esperanza de vida, a priori, un
individuo nacido en Europa que uno nacido en Africa. Por su parte, la longevidad maxima es
la edad maxima alcanzable por los individuos pertenecientes a una especie concreta. Existe un
acuerdo general de que la herencia de la esperanza de vida de los individuos es baja (cerca del
33% en humanos), mientras que la variabilidad restante se atribuye principalmente al ambiente.
Por el contrario, la longevidad maxima de las diferentes especies animales se encuentra

principalmente bajo el control del genoma.

En dos siglos y medio, la esperanza de vida al nacer ha pasado de menos de 30 afos
a los 80 anos en los paises desarrollados. Las proyecciones demograficas actuales dibujan un

escenario para el 2025 en el estado espanol con mas de 8 millones de personas de mas de 65

Esta pregunta fue cuestionada por la prestigiosa revista Science en su 125 aniversario, y representa una de las
brechas todavia existentes en nuestro conocimiento cientifico para los proximos 25 afios.
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Introduccion

afios y una expectativa de vida en el momento del nacimiento de 82 afos. Este éxito de
nuestra sociedad, debido muy especialmente a los avances de la medicina en muy diversos
ambitos plantea, a su vez, un gran numero de retos sanitarios y socioeconémicos, ya que con
la edad aumenta la frecuencia de enfermedades metabdlicas y degenerativas. El principal
problema radica en que se ha conseguido incrementar la esperanza de vida pero no la
longevidad maxima, ya que lo que no se ha conseguido hasta la fecha es ralentizar el proceso

endogeno del envejecimiento?.

Las enfermedades degenerativas que acompafian al envejecimiento son lineas
preferentes de estudio en los campos de la Geriatria y la Gerontologia, debido a que el

envejecimiento saludable es la meta principal en estos campos.

Este tipo de intervencion alargaria la vida sin alterar la proporcién de individuos viejos / jévenes en la poblacion.

-12-



Introduccion

1. ENVEJECIMIENTO: DEFINICION Y CARACTERISTICAS

Existen multiples propuestas para explicar el envejecimiento, principalmente debido a la
gran variedad de procesos que se ven implicados en un fendmeno tan complejo. Una buena
definicién es la que propone que el envejecimiento es la acumulacién progresiva de
cambios con el tiempo que reducen la capacidad del individuo para enfrentarse al estrés

disminuyendo asi sus posibilidades de supervivencia (Harman, 1986).

Otra forma de definir el envejecimiento como proceso biolégico la constituyen las
cuatro reglas expuestas por el gerontdlogo americano Bernard Strehler (Strehler, 1962) segun

las cuales, el envejecimiento es un fenémeno:

1) Universal. La universalidad del envejecimiento se refiere a la incidencia de dicho
proceso en todos los individuos de una especie. Todos los individuos envejecen, y
lo mismo puede decirse de todas las especies animales multicelulares,
especialmente de aquellas que, como la humana, dejan de crecer al alcanzar el

desarrollo adulto.

2) Intrinseco. El caracter endégeno se refiere a que las causas del proceso estan
determinadas mayoritariamente por factores internos (en ultima instancia por los
genes) y no por el ambiente. Dos hechos confirman esto: 1. El envejecimiento
continia aunque se proteja al individuo de toda fuente de dano procedente del
exterior y 2. La existencia de distintas longevidades maximas en diferentes

especies que viven en el mismo ambiente.

3) Progresivo. Supone que las causas del proceso estan presentes en los individuos
a lo largo de toda su vida. De esta forma, los cambios que se observan con la
edad, como el deterioro de las capacidades ﬁsiolc’:gicas3 (gasto cardiaco maximo,

elasticidad muscular, capacidad vital...), se producen de forma progresiva.

4) Deletéreo. El envejecimiento tiene un marcado caracter perjudicial para el
individuo. Los cambios asociados al envejecimiento se observan de manera mas
clara en células postmitdticas, como neuronas o cardiomiocitos (Miquel et al.,

1980) que en las que se dividen continuamente, como los enterocitos intestinales.

3 . . o )
Especialmente en lo que a su capacidad maxima se refiere, no tanto a la basal.

-13-



Introduccion

2. TEORIA MITOCONDRIAL DE ENVEJECIMIENTO POR RADICALES LIBRES

Existen numerosas teorias de envejecimiento, muchas de las cuales coexisten porque
no se contradicen entre ellas, o porque tratan de explicar formas independientes y diferentes de
senescencia (Medvedev, 1990). Hoy dia, la teoria mas popularmente usada para explicar el
envejecimiento es la Teoria Mitocondrial de Envejecimiento por Radicales Libres.

Los origenes de esta teoria se remontan a mediados del siglo XX, cuando se descubrio
que los radicales libres del oxigeno, tradicionalmente considerados como demasiado reactivos
para existir en los sistemas biologicos, se formaban in situ en respuesta a las radiaciones e
intoxicacion por oxigeno, y eran los responsables de las toxicidades asociadas (Gerschman et
al., 1954a, b).

Denham Harman, pionero de los radicales libres en la biologia, propuso en un principio
la Teoria de Envejecimiento por Radicales Libres, en su articulo titulado “Aging: a theory
based on free radical and radiation chemistry” (Harman, 1956). En este articulo, publicado hace
mas de 50 afios, Harman propone que el envejecimiento es el resultado de la acumulacion de
dafio causado por los radicales libres que se generan durante el metabolismo normal de las
células. El interés en esta teoria fue en un principio muy limitado, por la persistente duda
acerca de la existencia de los radicales libres en los sistemas biolégicos; sin embargo, esta
situacion cambio tras el descubrimiento de la enzima antioxidante superoxido dismutasa (SOD)
por McCord y Fridovich en 1969. Si las células cuentan con algun sistema para detoxificar
radicales libres, entonces dichos radicales deben de producirse in vivo de forma continua
dentro de las células. Solo 4 afios después del descubrimiento de la enzima SOD, el grupo de
investigacion de Britton Chance descubrié la produccion de peréxido de hidrégeno en
mitocondrias aisladas (Boveris and Chance, 1973). Con esto se demostré que incluso durante
la respiracién mitocondrial normal, el oxigeno es incompletamente reducido y ocasiona
moléculas altamente reactivas e inestables llamadas “especies reactivas del oxigeno” (ROS)*.
La produccion de ROS oscila entre el 0,1% y el 4% del oxigeno consumido. Aunque hoy dia
estd bien establecido que el complejo | (Barja and Herrero, 1998; Herrero and Barja,
1997,2000; Kushnareva et al., 2002) , el complejo Il (Boveris et al., 1976), la enzima glicerol 3-
fosfato deshidrogenasa (Miwa and Brand, 2005; Tretter et al., 2007), y el complejo enzimatico
a-cetoglutarato deshidrogenasa (Tretter and Adam-Vinzi, 2005) producen radicales libres en las
mitocondrias aisladas, fue en 1972 cuando Harman redefini6 su teoria y propuso a la
mitocondria como el principal lugar donde se generan los radicales libres y, al mismo
tiempo, la principal diana de accién de los mismos (Harman, 1972), idea que fue mas tarde
reforzada por Miquel y colaboradores (Miquel et al., 1980). Desde entonces, la teoria pasé a
llamarse Teoria Mitocondrial de Envejecimiento por Radicales Libres.

4 . " -
De las que se hablara extensamente en la seccién 3.3 de la Introduccion.
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El punto central de la teoria es simple: las mitocondrias son la principal fuente de
radicales libres del oxigeno en el cuerpo. Tales radicales libres son destructivos, y atacan a
varios componentes de las células incluyendo, como veremos, el ADN, las proteinas, las
membranas lipidicas y los carbohidratos. Parte de este dafio podria ser reparado o
reemplazado por el recambio usual de los componentes celulares, pero los puntos calientes de
dafio, las mitocondrias mismas, podrian ser mas dificiles de proteger con el simple consumo de
antioxidantes en la dieta. De este modo, segun esta teoria, la tasa de envejecimiento y la
aparicion de enfermedades neurodegenerativas deberian de estar determinadas por la tasa de
fuga de radicales libres en la mitocondria, en combinaciéon con la capacidad innata de las

células para protegerse de, o reparar, el dafio.

Se han publicado numerosos trabajos apoyando esta teoria, la mayoria de los cuales
verifican la idea de que el dafio oxidativo incrementa durante el envejecimiento (revisado en
Bokov et al., 2004). De acuerdo con la propuesta modificada de Harman, de que la mitocondria
es central en el proceso de envejecimiento, se ha descubierto que el estrés oxidativo induce
deleciones en el ADN mitocondrial y, mas recientemente, también mutaciones puntuales en el
mismo, y que dichas alteraciones se acumulan con el envejecimiento (de Grey, 2002; Golden
and Melov, 2001; Kregel and Zhang, 2007; Yui et al., 2003).

En los ultimos 50 afos, la hipétesis de Harman se ha ido refinando para abarcar no
solo los radicales libres, sino también otras formas del oxigeno activado. Muchas especies
reactivas del oxigeno, tales como peréxidos y aldehidos (que técnicamente no son radicales
libres) también juegan un importante papel en el dafio oxidativo celular; esto condujo a una
modificacién de la teoria mitocondrial de radicales libres, conocida como “Teoria del
envejecimiento por Estrés Oxidativo”, basada en el hecho de que existe un estado crénico de
estrés oxidativo en las células de los organismos aerobios, incluso bajo condiciones fisiologicas
normales, debido a un desequilibrio entre los factores prooxidantes y los antioxidantes (Sohal
and Weindruch, 1996). Este desequilibrio conduce a un acumulo de dafo oxidativo en varias
macromoléculas, que se incrementa durante el envejecimiento, resultando en una progresiva

pérdida de la eficiencia funcional de varios procesos celulares.

Beckman y Ames publicaron una importante revisibn en la que analizan
minuciosamente la teoria y plantean una divisién de la hipotesis en versiones “fuertes” y
“débiles” de la misma (Beckman and Ames, 1998). La “version fuerte” de la teoria plantea que
el dafio oxidativo determina la esperanza de vida, y que por tanto un mayor dafio acortara la
esperanza de vida, mientras que la “version mas débil” postula que el dafio oxidativo esta
“asociado” con enfermedades relacionadas con el envejecimiento. Por supuesto, existe un
continuo entre estas dos hipotesis extremas. La versién débil de la teoria parece estar bien
arraigada en los multiples estudios que demuestran una asociacién entre el elevado dafo

oxidativo con el envejecimiento y las enfermedades degenerativas.
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3. MITOCONDRIAS Y PRODUCCION DE RADICALES LIBRES

La cientifica estadounidense Lynn Margulis, junto con otros cientificos, recuperd en
torno a los afios 1970s una antigua hipotesis, reformulandola como Teoria Endosimbidtica
(Margulis, 1970). Segun esta versién actualizada, hace unos 1.500 millones de afios una célula
procariota capaz de obtener energia de los nutrientes organicos empleando el oxigeno
molecular como oxidante® se fusiond, en un momento de la evolucién, con otra célula
procariota o eucariota primitiva (que habia desarrollado nucleo, cromosomas lineales, y otros
rasgos tipicos de las células eucariotas), al ser fagocitada sin ser inmediatamente digerida, un
fendmeno frecuentemente observado. De esta manera se produjo una simbiosis permanente
entre ambos tipos de seres: la procariota fagocitada proporcionaba energia, especialmente en
forma de ATP, mientras que la célula hospedadora ofrecia un medio estable y rico en
nutrientes a la primera. Este mutuo beneficio hizo que la célula invasora llegara a formar parte

del organismo mayor, acabando por convertirse en parte de ella: la mitocondria.

3.1. Introduccion a la mitocondria

Las mitocondrias estan rodeadas por dos membranas, que difieren entre si en muchos
aspectos. La membrana externa es permeable a iones, metabolitos y muchos polipéptidos,
gracias a que contiene proteinas que forman poros, llamadas porinas, que permiten el paso de
estas moléculas a su través; realiza relativamente pocas funciones enzimaticas o de transporte.
La membrana interna, por su parte, carece de poros, por lo que es impermeable para la
mayoria de las moléculas, especialmente las que tienen carga; contiene muchos sistemas de
transporte transmembrana, que estan implicados en la translocacién de moléculas; ademas, su
area de superficie es mucho mayor de lo necesario para contener el material dentro de la
mitocondria, pero se encuentra intrincadamente plegada. En la membrana interna se
encuentran abundantes proteinas, que son ademas exclusivas de este organulo; asi pues,
estan los sistemas dedicados al transporte electronico, y un conjunto de proteinas encargadas
de acoplar la energia liberada de dicho transporte con la sintesis de ATP; también se
encuentran una serie de proteinas transportadoras que permiten el paso de iones y moléculas

a su través, como acidos grasos, acido pirtvico, ADP, ATP, oxigeno y agua.

El espacio rodeado por la membrana interna se llama matriz mitocondrial, y el espacio
entre la membrana interna y la externa recibe el nombre de espacio intermembrana. En la
matriz mitocondrial tienen lugar diversas rutas metabdlicas clave para la vida, como el ciclo de
Krebs y la B-oxidacion de los acidos grasos; también se oxidan los aminoacidos y se localizan

algunas reacciones de la sintesis de urea y grupos hemo. El espacio intermembrana contiene

Las bacterias primitivas eran incapaces de usar el oxigeno y, de hecho, era altamente toxico para ellas.
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una alta concentracion de protones como resultado del bombeo de los mismos por los

complejos enzimaticos de la cadena respiratoria.

La principal funcién de las mitocondrias es la oxidacion de metabolitos (ciclo de Krebs,
B-oxidacion de acidos grasos) y la obtencion de ATP mediante la fosforilacion oxidativa, que es
dependiente de la cadena transportadora de electrones; el ATP producido en la mitocondria
supone un porcentaje muy alto del ATP sintetizado por la célula. También sirve de almacén de

sustancias como iones, agua y algunas particulas como restos de virus y proteinas.

El numero de mitocondrias por célula varia en funcioén del tipo celular; los extremos son
los eritrocitos, que carecen de mitocondrias, mientras que los 6vulos contienen cerca de
100.000. La mayoria de las células humanas contienen entre unos pocos de cientos y unos

pocos de miles de mitocondrias (de Grey, 1999).

3.2. Biogénesis mitocondrial

La mayoria de los componentes celulares, incluyendo las mitocondrias, requieren un
reciclaje continuo y regeneracion a lo largo de la vida. Las mitocondrias, que son la principal
maquinaria bioenergética y fuente de estrés oxidativo en las células, son particularmente
susceptibles al dafio a lo largo del tiempo. El control efectivo de la biogénesis y del recambio
mitocondrial es, por tanto, critico para el mantenimiento de la produccion energética, la

prevencion del estrés oxidativo enddgeno y la promocién del envejecimiento saludable.

Es logico esperar que la regulacion de la biogénesis mitocondrial esté influenciada por
cambios en las condiciones energéticas y fisioldégicas. Por tanto, no es sorprendente que
factores tales como la disponibilidad de nutrientes, la presencia o ausencia de ciertas
hormonas, la temperatura, el ejercicio, la hipoxia, el estrés y el envejecimiento influyan en el

proceso de mitocondriogenesis (Lopez-Lluch et al., 2008).

La complejidad de la regulacion de la biogénesis mitocondrial no puede subestimarse;
implica cambios en la expresion de mas de 1000 genes, la cooperacion de 2 genomas, y altera

el nivel de aproximadamente el 20% de las proteinas celulares.

A nivel molecular son varios los factores de transcripcion y cofactores que estan
implicados en la activacion y la regulacién de la biogénesis mitocondrial. Estos factores pueden
agruparse en 3 grupos principales: factores de transcripcion ubicuos (SP1, YY1, CREB, MEF-
2/E-box), factores respiratorios nucleares (NRF-1,-2, REBOX/OXBOX, MT-1 a -4) y
coactivadores (PGC-1a, -1B, PRC) (Goffart and Wiesner, 2003). Ademas, otro conjunto de

factores de transcripcién esta implicado en la adaptacién metabdlica al ayuno, tales como la
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familia de receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR, del inglés
Peroxisome Proliferator Activated Receptor) y el receptor X del higado (LXR) que, junto con

PGC-1a incrementan la biogénesis mitocondrial y el catabolismo de los acidos grasos.

Frente a la complejidad de las diferentes vias de sefalizacién que convergen para
regular la biogénesis mitocondrial, todas ellas parecen compartir el componente clave comun
de la familia PGC-1 de coactivadores. En particular, PGC-1a parece actuar como el regulador
maestro del metabolismo energético y de la mitocondriogénesis (Lopez-Lluch et al., 2008)
integrando y coordinado la actividad de multiples factores de transcripcion, tales como NRF-1, -
2, PPARa y mtTFA (Puigserver et al., 1998).

Entre la plétora de fendmenos biolégicos afectados por el envejecimiento, la disfuncion
y el descenso de la biogénesis de las mitocondrias podria ejercer algunos de los efectos mas
potentes en el organismo. Si la biogénesis esta afectada, es razonable esperar que el recambio
mitocondrial pueda ser mas lento y que se incremente la acumulacion de lipidos, proteinas y
ADN modificados, agravando asi la situacién resultante de la deficiente actividad que presentan
las mitocondrias envejecidas. La razén precisa del descenso en la tasa de biogénesis

mitocondrial durante el envejecimiento todavia se desconoce.

Actualmente se estan considerando varias estrategias para aliviar el déficit en la
actividad y biogénesis mitocondriales durante el envejecimiento. Por ejemplo, se ha observado
que varias condiciones que promueven la supervivencia, tales como suplementacién de
vitamina E, polifenoles y ejercicio fisico moderado aminoran la disfuncion mitocondrial durante
el envejecimiento. En particular se ha visto que la restriccion de dieta, el polifenol
resveratrol® y el ejercicio incrementan la actividad de PGC-1a y la biogénesis
mitocondrial. SIRT1 es una deacetilasa dependiente de NAD" que actua deacetilando PGC-1a
y, por tanto, incrementando su actividad (Nisoli and Carruba, 2006). La activacién de SIRT1 por
resveratrol se ha implicado recientemente en la biogénesis mitocondrial inducida por este
polifenol en higado, musculo y cerebro (Baur et al., 2006; Dasgupta and Milbrandt, 2007;
Lagouge et al., 2006).

3.3. Radicales libres. Tipos principales

Un radical libre es un atomo, molécula o compuesto con uno o mas electrones
desapareados en su orbital mas externo. Al ser altamente electréfilos, los radicales libres
atacan sitios de alta densidad o inestabilidad electronica, tales como dtomos de nitrégeno en el
ADN, ARN vy proteinas, y los dobles enlaces en los acidos grasos insaturados, alterando su

estructura y, por tanto, sus funciones normales dentro de la célula. El apareamiento se define

6, .. N .
Mimético de la restriccion de calorias.
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en términos de interacciones fisicas de los electrones de una molécula; los caprichos de la
estructura atomica permiten a una molécula tener dos electrones desapareados al mismo
tiempo (tales moléculas se llaman dirradicales). En la practica, el unico dirradical que nos
incumbe es el oxigeno molecular (O,), y sus electrones estan organizados de tal forma que,

para fines de reactividad, se comportan como si estuvieran apareados.

Un término que se usa con frecuencia para referirse a los radicales libres es el de
especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species), que engloba
especies derivadas del oxigeno, incluyendo radicales libres como el radical superoxido (O,”), el
hidroxilo (OHe) o el perhidroxilo (HO,¢) y otras especies que no son propiamente radicales
libres, como el peréxido de hidrégeno (H,0,), pero que son muy propensos a reaccionar con
radicales y reducir iones metalicos’ (Figura 1).

Oxigeno singlete IOE —

£
L

e“ﬂh
b 4
Radical Superoxide O'z°- % %
-t Pt~
e~+ 2H \
Peroxido de hidrogeno HZO? % %
e~+ H* H\H
H,O <

4
Radical Hidroxile HOe L

Figura 1. Formacion de Especies Reactivas de Oxigeno.

Los ROS son generados de manera natural durante procesos metabdlicos en todos los
seres consumidores de oxigeno; los lugares donde se generan son numerosos, aunque cuatro
de ellos han atraido especial atencién: la cadena respiratoria mitocondrial, el metabolismo
peroxisomal de los acidos grasos, reacciones del citocromo P-450 y células fagociticas.
Ademas, existen otras muchas enzimas capaces de generar radicales libres bajo condiciones

normales o fisiolégicas con frecuencia de forma especifica de tejido (Halliwell and Gutteridge,

Alo largo de la presente tesis se emplearan indistintamente los términos ROS y radicales libres para hacer referencia
a las especies reactivas del oxigeno.

-19-



Introduccion

1989). Tomando especial atencion a la cadena respiratoria mitocondrial, las peculiaridades de
las reacciones redox que ocurren en la misma hacen que los radicales libres se transfieran de
uno en uno, siendo ésta la principal razén por la que se producen fugas en la cadena (Muller,
2000). Asi, durante la reduccion del oxigeno a agua en la cadena respiratoria se produce la

formacién de tres tipos diferentes de ROS:

+ Radical superéxido (O,"). Se forma cuando el oxigeno recibe un electron. Carece de la
reactividad necesaria para atacar directamente a otras moléculas, pero en presencia de los
metales de transicion cobre o hierro y de peroxido de hidrogeno, el radical O,” da lugar a la

formacion de radical hidroxilo en la reaccion de Haber-Weiss.

#Peréxido de hidrégeno (H,O,). Se forma cuando el oxigeno se reduce de forma
incompleta por adicion de dos electrones. No es realmente un radical, pues carece de
electrones desapareados; se trata de una molécula estable y poco reactiva que, sin
embargo, puede inactivar enzimas directamente oxidando grupos tidlicos esenciales. La
toxicidad del H,O, también esta condicionada a la generacion de otros radicales; asi pues,
en presencia de metales de transicion se descompone mediante la reaccién de Fenton, y

produce radical hidroxilo.

+Radical hidroxilo (OH+). Las vias de aparicion de este radical libre son, principalmente,
las ya nombradas reacciones de Fenton y Haber-Weiss, partiendo del H,0O,, y del H,O, y
O, " respectivamente. En ambos casos se requiere la presencia de metales de transicion, lo
que confirma la importancia del hierro y del cobre, los mas abundantes en los sistemas
bioldgicos, como moduladores del dafio oxidativo. Su elevada reactividad limita su difusion,
por lo que van a ser el O, y sobretodo el H,O, los responsables de la propagacion del

dafo oxidativo.

Aunque el éxido nitrico (NO) es un radical libre, su solo probable toxicidad surge de
posibles reacciones con otros radicales libres. Asi, el NO inhibe la transferencia de electrones
en el complejo Il e incrementa la produccién de O,” y de H,O, tanto en particulas
submitocondriales como en mitocondrias cardiacas (Poderoso et al., 1996). Probablemente
juegue un papel insignificante en la toxicidad de los radicales libres, mientras que, ciertamente,
tiene muchas funciones vitales beneficiosas y desempefia un papel fundamental como factor
de relajacion endotelial y como neurotransmisor en el sistema nervioso central y periférico

(Navarro and Boveris, 2007).
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3.4. Cadena de transporte de electrones mitocondrial

El aislamiento de proteinas mitocondriales con propiedades especificas de
transferencia de electrones, por Green y sus colaboradores, proporcioné el concepto de
“complejos” de la cadena respiratoria (Green and Vande Zande, 1982). En los afos 1950s,
Chance y su equipo, usando técnicas espectrofotométricas, describieron los niveles de
reduccién-oxidacion de los componentes de la cadena respiratoria en la transicion que sigue la
adicion de ADP, e identificaron los sitios que son termodinamica y cinéticamente compatibles

con la transduccion energética (Chance and Williams, 1956).

Complejol  Complejo Il Complejo 111 Complqol'\r’ Complejo V

Citosol Cit €2
T/ ci'es 1

2 g R -. v
NADH  NAD N l
Malnz Succinato Fumarato }\TP {

Figura 2. Esquema de la cadena de transporte electronico mltocondrlal Q=
Ubiquinona; QH»= Ubiquinol; cit ¢**= citocromo ¢ reducido; cit ¢**= citocromo ¢
oxidado.

La cadena respiratoria consiste en una serie de transportadores electronicos que
funcionan como pares redox y que se localizan en la membrana mitocondrial interna. Asi, esta
formada por cuatro complejos multiproteicos (complejos I-1V). La coenzima Q y el citocromo ¢
también participan en el transporte de electrones entre los complejos. Bien formando parte de
los complejos o bien fuera de ellos, las diferentes moléculas transportadoras de electrones son
citocromos, centros hierro-sulfurados, quinonas y flavinas. La secuencia de transporte
electronico se inicia cuando los equivalentes metabdlicos NADH y FADH,, generados en el
ciclo de los acidos tricarboxilicos, ceden electrones al complejo | y al complejo I,

respectivamente (Figura 2).

¢ Complejo | (NADH Deshidrogenasa). De las 46 cadenas polipeptidicas que lo
constituyen, 7 estan codificadas por el ADN mitocondrial y el resto por el nuclear (Carroll et
al., 2005). Los transportadores de electrones en este complejo son flavinas, centros hierro-

sulfurados y ubiquinonas. En conjunto, este complejo es el componente mas grande de la
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cadena respiratoria, con cerca de 800-900 KDa; tiene forma de L, con el brazo largo como
una proteina de membrana integral hidrofébica, donde se encuentra la maquinaria de
bombeo de protones, y el brazo corto constituido por un dominio globular hidrofilico situado
en la matriz mitocondrial, que contiene la subunidad de unién al NADH y el centro activo de
la enzima, constituido por una flavina y 9 centros hierro-sulfurados (Sazanov and Hinchliffe,
2006). Este complejo cataliza la transferencia de dos electrones desde el NADH hasta el
dominio de membrana donde se encuentran las quinonas. Asi, la flavina acepta dos
electrones simultaneamente del NADH vy los transfiere, uno a uno, a los centros hierro-
sulfurados. Estos, a su vez, reducen la quinona, embebida en la membrana, a quinol, en
dos pasos sucesivos de un solo electréon (Sazanov and Hinchliffe, 2006). Esta transferencia
electrénica esta acoplada al bombeo de cerca de cuatro protones a través de la membrana,
ayudando a proporcionar la fuerza protdn-motriz requerida para la sintesis de ATP (Yagi
and Matsuno-Yagi, 2003). Este proceso supone cerca del 40% del gradiente de protones
transmembrana generado en la oxidacion del NADH por la cadena respiratoria mitocondrial
(Hinchliffe and Sazanov, 2005). Existen varios inhibidores que pueden bloquear el flujo de
electrones a través de los diferentes transportadores del complejo (Herrero and Barja,
2000); de todos ellos cabe destacar la rotenona®, que actua bloqueando la transferencia de
equivalentes de reduccién desde los centros hierro-sulfurados hasta la ubiquinona,

posiblemente actuando como analogo de la misma.

¢ Complejo Il (Succinato Deshidrogenasa; Succinato-Ubiquinona Reductasa). Es el
unico complejo codificado integramente en el ADN nuclear. Dos de las cuatro subunidades
proteicas que lo componen conforman la enzima succinato deshidrogenasa, componente
clave en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, mientras que las otras dos se encargan del
anclaje de dicha enzima a la membrana. En su participacion en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos interviene en la transferencia de electrones desde el succinato hasta el FAD,
formando FADH,, mientras que en su papel dentro de la cadena de transporte electrénico
transfiere los electrones del FADH, a la ubiquinona (Cecchini et al., 2003). Carece de sitio
de acoplamiento energético. A diferencia del NAD® que difunde libre en la matriz
mitocondrial, el FAD no existe libre en disolucién; por ello el complejo Il contiene una
molécula de FAD. La tenailtrifluoroacetona (TTFA) bloquea la transferencia de electrones a
través del complejo Il posiblemente mediante interacciones débiles con el hierro del ultimo
componente del complejo, un centro hierro-sulfurado (Tyler, 1992). También a través de los
equivalentes de reduccion entrantes via complejo Il, se produce un flujo reverso de

electrones hacia el complejo .

¢ Coenzima Q. Es una benzoquinona soluble en lipidos con una larga cadena lateral

isoprenoide que difunde lateralmente en la membrana mitocondrial interna y que esta

¥ Potente insecticida extraido de las raices de la planta Derris.
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adaptada al transporte electronico entre las proteinas de membrana (Hinchliffe and
Sazanov, 2005). Existen tres isoformas diferentes de esta quinona: ubiquinona o coenzima
Q, semiquinona o coenzima Q" y ubiquinol o coenzima QH,. La semiquinona es uno de los
componentes de la cadena de transporte electronica mas propensos a ceder su electrén
desapareado al oxigeno generando asi radicales superéxido, y esta presente de forma
transitoria cuando se encuentra formando parte de los complejos | y Il (Mitchell, 1975),
especialmente en este Ultimo durante el ciclo Q (Brandt, 1997). En la membrana

mitocondrial interna se presenta constituyendo un pool ubiquinona-ubiquinol que actua

como lanzadera de electrones desde los complejos | y Il al complejo IlI.

¢ Complejo lll (Ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa). Se trata de una estructura
dimérica donde cada mondmero esta constituido por diez subunidades proteicas diferentes
insertadas en, o unidas a la membrana mitocondrial interna. Tres de estas subunidades, un
centro hierro-sulfurado (centro Rieske) y los citocromos ¢4 y b, contienen centros redox y
participan en la transferencia de electrones. Todos los elementos del complejo Il estan
codificados por el ADN nuclear excepto el citocromo b, que lo esta por el mitocondrial (Zara
et al., 2009). Ademas, dentro del complejo Il se ha propuesto un ciclo de transporte de
electrones, denominado ciclo Q, donde coexisten distintas formas de la ubiquinona. Los
detalles del proceso de transporte electrénico son complejos: el ubiquinol cede dos
electrones, uno al centro Rieske que lo cede a su vez a un citocromo ¢ para actuar como
transportador hacia el complejo 1V, mientras que el otro es reciclado a través del ciclo Q via
citocromos b566 y b560 y de semiquinonas (Trumpower, 1990). Este ciclo permite el
bombeo de protones al citosol. El flujo de electrones en el complejo Il puede ser
bloqueado, entre otros, por los inhibidores antimicina A, ilicicolina H y funiculosina, que
actuan en el sitio de reduccion de la quinona (Rotsaert et al., 2008).

¢ Complejo IV (Citocromo c oxidasa). En este complejo, ultimo en la cadena de
transporte electrénico, se produce la reduccién tetravalente del oxigeno molecular a agua.
Al igual que ocurre en los complejos | y lll, la citocromo ¢ oxidasa genera un bombeo de
protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana asociado al transporte
electronico. Esta enzima, la citocromo c oxidasa, esta ampliamente distribuida en la
naturaleza; se cree que es la responsable del consumo de mas del 90% del oxigeno en los
animales aerobios. Presenta gran afinidad por el oxigeno, por lo que se piensa que esta
adaptada a condiciones de escasez del mismo. Las unidades cataliticas del complejo estan
codificadas por el ADN mitocondrial, mientras que las estructurales lo estan por el nuclear
(Tyler, 1992).

Los transportadores electrénicos y los complejos estan organizados en “ensamblajes”

con interacciones especificas proteina-proteina, que son efectivas para la transferencia rapida
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de electrones gracias a la limitacion de las distancias intermoleculares entre ellas (Chance and
Williams, 1956). Una mitocondria individual de higado contiene cerca de 10.000 ensamblajes
de complejos respiratorios, mientras que una de corazén presenta cerca del doble (Navarro
and Boveris, 2007). Los complejos |, lll y IV interaccionan para formar supercomplejos con una
composicion estequiométrica definida en mitocondrias de levaduras, plantas superiores y
mamiferos. En mitocondrias de corazén bovino se han observado supercomplejos I4lll; y
111I:1V4 (Schafer et al., 2006).

3.5. Factores que determinan la respiracion y produccion de ROS

mitocondriales

La fosforilacién oxidativa mitocondrial estéd regulada por 3 metabolitos: ADP, oxigeno y
NO. La tasa de respiracion y la sintesis de ATP vienen determinadas por las necesidades
energéticas celulares, que estan expresadas como concentracion citosdlica de ADP o como
potencial de fosforilacion ([ATP] / [ADP] [Pi]). Cuando incrementan las demandas energéticas
celulares disminuye el potencial de fosforilacion; por otra parte, cuando hay mas ADP
disponible, incrementa la tasa de respiracion, regenerando de esta forma el ATP (Navarro and
Boveris, 2007). Normalmente el potencial de fosforilacién esta finamente regulado y sélo fluctua
de forma ligera en la mayoria de los tejidos. Chance y Williams, en 1956, definieron los
conceptos operacionales de los estados metabdlicos mitocondriales y control respiratorio:
Estado 4, con disponibilidad de sustrato respiratorio pero no con ADP, se describi6 como
“respiracion controlada o en reposo”, y Estado 3, con abundante sustrato respiratorio y
disponibilidad de ADP, se definié como “respiracién activa”, es decir, la tasa fisiolégica maxima
de produccion de ATP y consumo de oxigeno. Las tasas de respiracion de mitocondrias
aisladas son de 5 a 8 veces mas rapidas en estado 3 que en estado 4 (es decir, los controles
respiratorios son de 5 a 8). Considerando las tasas de consumo de oxigeno mitocondrial en
ambos estados, 4 y 3, y el consumo de oxigeno de érganos perfundidos, se estimé que las
mitocondrias de mamiferos bajo condiciones fisiolégicas se encuentran, normalmente (60-
70%), en estado 4, mientras que el resto (30-40%) estan en estado 3 (Boveris et al., 1999).
Esto significa que en estado fisiolégico solo se utiliza un 30-40% de la capacidad para producir
ATP. EI NO es un regulador fisiologico de la respiracion mitocondrial. En las arteriolas, el NO
produce vasodilataciéon e incrementa el flujo sanguineo y el reparto de oxigeno a los tejidos
(Clementi et al., 1999); sin embargo, en la mitocondria NO inhibe la respiracién mediante una
rapida, potente y selectiva inhibicién reversible del complejo IV (revisado en Navarro and
Boveris, 2007). Esta inhibicidon ocurre en competencia con el oxigeno; asi, en las mitocondrias,
sinaptosomas y membranas mitocondriales la inhibicion de la respiraciéon ocurre cuando el
cociente oxigeno / NO es elevado, en el rango de 400-500 (Antunes et al., 2004). Macréfagos,

astrocitos y células endoteliales, en condiciones inflamatorias y con la expresion de iNOS
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incrementada, producen suficiente NO para inhibir su propia respiraciéon asi como la toma de

oxigeno de las células vecinas (Mander et al., 2005).

La produccion de ROS de origen mitocondrial, por su parte, depende en gran
medida del grado de reduccidén electrénica de el/los generadores de ROS asi como de la

pO; (presion parcial del oxigeno) local de su ambiente (revisado en Barja, 2007).

Si la tasa de flujo electrénico es baja, los electrones tienden a acumularse en la cadena
respiratoria, y los complejos respiratorios tienden a reducirse mas, es decir, se llenan mas de
electrones, en estado de reposo. Incrementando su grado de reduccion se incrementa en gran
medida su capacidad para producir ROS (Kushnareva et al., 2002). Asi, manteniendo otras
condiciones iguales, la generacion mitocondrial de ROS sera alta durante el estado 4, porque
en este estado la tasa de consumo de oxigeno es baja. Sin embargo, cuando se afiade ADP a
la mitocondria, la tasa de flujo electronico incrementa fuertemente, los electrones fluyen
rapidamente a lo largo de la cadena respiratoria reduciendo el oxigeno a agua en la citocromo
oxidasa, y el grado de reduccion electronica de la cadena, y de sus generadores de ROS,
desciende abruptamente (Loschen et al., 1971). Como resultado, cuando la mitocondria
incrementa fuertemente el consumo de oxigeno y produce ATP en estado 3, su tasa de
generacion de ROS no sdlo no se eleva sino que se reduce de forma considerable hasta

valores apenas detectables.

Hay un segundo y quizas mas importante mecanismo que ayuda a descender la
producciéon de ROS cuando incrementa la respiracion mitocondrial: el descenso en la pO, local
debido al incremento en el consumo de oxigeno mitocondrial. La Km para el oxigeno de los
generadores de ROS, a diferencia de la de la citocromo oxidasa, que es muy baja para
asegurar la fosforilacién oxidativa continua a baja pO,, es comparativamente mucho mayor, y
esta situada dentro del rango fisiolégico de la pO, celular en los tejidos in vivo®. De hecho, la
generacion mitocondrial de ROS es pO, dependiente a la pO, fisiologica tisular (Hoffman et al.,
2007). Asi, el descenso en la pO, local mitocondrial limita fuertemente la generacion de ROS
debido a la ausencia de uno de sus sustratos: el oxigeno. Cuando el consumo de oxigeno
aumenta abruptamente, por ejemplo, hasta 10 veces durante el ejercicio en humanos, y hasta
30-50 veces en caballos (Weibel, 2002), el fuerte incremento en la respiraciéon mitocondrial
(estado 3) hace que descienda el oxigeno de los tejidos de alrededor, generando un descenso
local en la pO, cerca de la mitocondria o incluso en el tejido en general (este ultimo cambio es
también adaptativo porque incrementa la extraccion del oxigeno desde la hemoglobina en los
capilares tisulares en el momento en el que es urgentemente necesitado). A esa baja pO,, la
alta Km (baja afinidad) para el oxigeno de los generadores de ROS limita fuertemente su
capacidad para reducir el oxigeno de forma univalente, y desciende fuertemente la produccién

mitocondrial de ROS. De hecho, Saborido y sus colaboradores encontraron que las

° Esto es por lo que la produccion mitocondrial de ROS aumenta en hiperoxia (Turrens et al., 1982).
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mitocondrias conservan su capacidad de generar H,O, en estado 3, pero que dicha capacidad
s6lo se expresa cuando las medidas se llevan a cabo en un medio hiperdxico (Saborido et al.,
2005); en esta condicién la produccion de ROS no esta limitada por la ausencia de sustratos
porque, cuando el oxigeno es tan abundante, el consumo de oxigeno mitocondrial en estado 3
no es suficientemente alto para hacer descender la pO, local cerca de los generadores

mitocondriales de ROS.

El fuerte descenso en la produccién mitocondrial de ROS durante la transicion
energética del estado 4 al estado 3 de la cadena respiratoria mitocondrial permite a los
animales desarrollar un alto metabolismo aerdbico y alta actividad sin incurrir en un indeseable

alto dano oxidativo.

Junto con la transicién energética del estado 4 al 3, existen otras situaciones en las que
pueden ocurrir variaciones independientes del consumo de oxigeno y de la produccién de ROS
mitocondriales, como puede ocurrir, por ejemplo, durante incrementos cronicos en la tasa
metabdlica (durante el ejercicio y el hipertiroidismo) y bajo la restriccién de dieta (revisado en
Barja, 2007).

3.6. Produccion de radicales libres en la cadena respiratoria mitocondrial y

su relaciéon con el envejecimiento

La produccion de ROS ocurre de forma continua a lo largo de la vida de los organismos
a una tasa especifica de cada especie, independientemente de la tasa de consumo de oxigeno
mitocondrial pero relacionada con su longevidad (Lopez-Torres and Barja, 2008). Asi, hay
datos disponibles de distintos estudios comparativos que muestran cémo la produccién
mitocondrial de ROS es menor en especies animales longevas que en las de vida corta (Barja
et al., 1994; Lambert et al., 2007; Robert et al., 2007).

La generacién mitocondrial de ROS es consecuencia de la fosforilacion oxidativa,
proceso que, como se ha comentado, usa la oxidacion controlada del NADH o del FADH para
generar una energia potencial de protones a lo largo de la membrana mitocondrial interna. Esta
energia potencial es usada para fosforilar el ADP via F-Fo ATPasa. En muchos sitios de la
cadena respiratoria mitocondrial, los electrones derivados del NADH o FADH pueden

reaccionar directamente con el oxigeno y generar radicales libres (Balaban et al., 2005)

Para que tenga lugar la generacion de radical superdxido por reduccion del oxigeno
molecular son necesarios una serie de requerimientos termodinamicos, de forma que el
donante de electrones ha de tener un potencial redox (Em) menor que la pareja Oyg/ O,7; que

se situa en torno a -0,14 V; valores mas negativos indican un tendencia reductora, mientras
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que valores mas altos son indicativos de una tendencia oxidante (Muller, 2000). Asi, en funcion
de sus potenciales redox, los complejos Il y IV quedan descartados como generadores de
superoxido, ya que ambos presentan valores de Em mayores que los de la pareja Oyg / O,
ademas, diferentes estudios en mitocondrias funcionales también han demostrado la ausencia
de produccién de radicales libres en ambos complejos (Barja and Herrero, 1998; Chance et al.,
1979).

Por su parte, y teniendo en cuenta los potenciales redox asi como diversos estudios
donde se ha investigado la generacion de ROS en mitocondrias, se ha sugerido que son los
complejos 1 y lll los principales contribuidores a la producciéon mitocondrial de radicales libres
(Boveris et al., 1976; Herrero and Barja, 2000; Kudin et al., 2005; Kushnareva et al., 2002;
Muller et al., 2008). La inhibiciéon quimica de los complejos | y lll causa un incremento muy
marcado en la formacién de radicales libres indicando, por tanto, que cualquier alteracion en la
funciéon de la cadena respiratoria podria ser realmente dafiina para la célula (Dufour and
Larsson, 2004). Sin embargo, existen estudios que demuestran de forma consistente que el
complejo | produce la mayoria de los ROS generados en mitocondrias intactas de mamiferos in
vitro, y que la importancia fisiolégica de la generacion de ROS por parte del complejo Il es
limitada (Hirst et al., 2008). En relaciéon con el envejecimiento, tema central de la presente
tesis doctoral, es el complejo | el generador mas determinante de ROS en las mitocondrias
de células sanas y parece ser que, dentro de este, los sitio de unién para el NADH y para la
quinona son los principales lugares de produccion de radicales (Hirst et al., 2008). Otros
estudios que sustentan esta idea son los comparados (Barja, 1999a; Barja and Herrero, 1998),
donde la anteriormente comentada menor produccion mitocondrial de radicales libres que se
observa en especies de vida larga (paloma) frente a aquellas de corta longevidad ocurre
principalmente a nivel del complejo | y no del ', De igual forma, en experimentos de
restriccion de dieta (que incrementan la longevidad) se ha visto una reduccion en la produccién
de ROS por las mitocondrias de corazén e higado exclusivamente en el complejo | pero no en
el lll (Gredilla et al., 2001b; Lopez-Torres et al., 2002).

Asimismo se ha propuesto que la produccion de radicales libres en el complejo | esta
dirigida hacia la matriz mitocondrial por la disposicién general del complejo en la membrana
mitocondrial interna y la localizacién de su regién hidrofilica (que contiene todos los centros
hierro-sulfurados) hacia la matriz (Kudin et al., 2005; St-Pierre et al., 2002), mientras que no
existe un acuerdo sobre la direccionalidad de la produccion del complejo lll, habiendo estudios
que hablan de que toda la produccion se dirige al espacio intermembrana (Kudin et al., 2005;
St-Pierre et al., 2002) y otros que hablan de que la mitad se dirige al espacio intermembrana y
la otra mitad hacia la matriz (Muller et al., 2004). La importancia de la direccionalidad de la

generacion de radicales libres residiria en que la tasa de dafio oxidativo a moléculas claves

10 . . . . . . .
Pues la diferencia en la produccién de radicales libres observada entre estas especies usando succinato como
sustrato desaparece tras la adicion de rotenona.
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como el ADN mitocondrial vendria determinada también en mayor medida por el complejo | que
por el Ill, con las consecuencias que para el envejecimiento conllevaria y la posibilidad de que
una modulacién en la produccion de ROS por parte del complejo | modulase asimismo el dafio
oxidativo al ADN mitocondrial (Barja, 2004).
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4. COMPONENTES MACROMOLECULARES Y LONGEVIDAD

Clasicamente, la proteccion celular frente al dafio oxidativo incluye sistemas de
eliminacion de radicales libres asi como de reparacion / recambio’". Estudios recientes, sin
embargo, apoyan la idea de otra linea de defensa basada en la susceptibilidad inherente de
las macromoléculas al dafo oxidativo. Esta susceptibilidad, definida como la facilidad a sufrir
dafio oxidativo, esta intrinsecamente asociada con la composicion quimica especifica de las
proteinas, acidos nucleicos, lipidos y carbohidratos. En el contexto del estrés oxidativo, es
especialmente relevante enfatizar que: a) los residuos de metionina de las proteinas son de
los aminoacidos mas susceptibles a la oxidacion por radicales libres (Stadtman et al,,
2005); b) de las 4 nucleobases, la guanina tiene el menor potencial de oxidacioén por lo que,
generalmente, se oxida con mas facilidad (Bjelland and Seeberg, 2003); c) los acidos
grasos altamente insaturados de las membranas celulares son las macromoléculas mas
susceptibles al daino oxidativo en las células, sensibilidad que se incrementa en funcion del
numero de dobles enlaces (Hulbert et al., 2007). Finalmente, d) la reactividad de los
carbohidratos, centrandonos especialmente en los monosacéaridos de interés bioldgico,
depende de su existencia en la estructura abierta (carbonilo) o en anillo (hemiacetal o
hemiquetal). La glucosa es el monosacarido mas estable y menos reactivo (Bunn and Higgins,
1981).

Con estas premisas, los datos disponibles muestran que en vertebrados homeotermos
longevos (mamiferos y aves): a) las proteinas celulares tienen un menor porcentaje de
metionina (Portero-Otin et al., 2004; Ruiz et al., 2005); b) la guanina es el nucleétido menos
abundante en el ADN mitocondrial (Samuels, 2005); ¢) los acidos grasos altamente insaturados
(con mas de dos dobles enlaces) son menos abundantes en las membranas bioldgicas (Hulbert
et al., 2007; Pamplona and Barja, 2003) y d) la glucosa se revela como el combustible

metabdlico universal y es el monosacarido mas abundante (Bunn and Higgins, 1981).

Como norma, las reacciones quimicas en las células vivas se encuentran bajo un
estricto control enzimatico, de acuerdo con un programa metabdlico estrechamente regulado.
Un importante factor implicito a la evolucion biomolecular es la minimizacién de reacciones
laterales no deseadas. No obstante ocurren reacciones incontroladas y potencialmente
deletéreas, incluso bajo condiciones fisioldgicas. Asi pues, a partir de los datos disponibles se
puede inferir que, a lo largo de la evolucién, las especies animales aerobias de vida larga
fueron disminuyendo la abundancia relativa de los componentes estructurales més sensibles al
dafio oxidativo, obteniendo de esta manera una mayor estabilidad estructural y una menor

susceptibilidad al estrés oxidativo (Pamplona and Barja, 2007).

1 . : : i
Considerados como la primera y la segunda linea de defensa, respectivamente.

-29-



Introduccion

5. DANO OXIDATIVO A MACROMOLECULAS

¢ Cudles son las dianas de los radicales libres enddgenos? Las principales clases de
macromoléculas bioldgicas: lipidos, acidos nucleicos, proteinas e hidratos de carbono son
susceptibles al ataque oxidativo. Aunque la oxidacion de todas estas macromoléculas es una
de las consecuencias naturales de la vida aerébica, su modificacién oxidativa suele alterar la
funciéon que desempenan en la célula poniendo en riesgo la homeostasis celular y pudiendo,
con ello, provocar la muerte del individuo. La importancia del ataque oxidativo a cada una de
estas moléculas dependerd, en principio, de la intensidad de produccion de radicales libres y

de la mayor o menor dificultad de reparacion del mismo.

5.1. Lipidos

Las primeras investigaciones sobre la destruccion de moléculas bioldgicas por los

radicales libres se centraron en los lipidos (Gutteridge and Halliwell, 1990).

El radical hidroxilo, el oxigeno singlete, radicales halogenados o el radical perhidroxilo
son capaces de iniciar la peroxidacion lipidica. El radical superédxido y el perdxido de hidrégeno,
aunque carecen de la reactividad necesaria para atacar a los lipidos, en presencia de metales
de transicion podrian generar un dafio importante en las membranas, siempre a través de la

formacion de radicales hidroxilo.

La peroxidacion lipidica altera las membranas biolégicas en las que tiene lugar
provocando un aumento del orden y viscosidad, asi como descensos en su resistencia
eléctrica. También facilita el intercambio de fosfolipidos entre las dos monocapas e incrementa
los entrecruzamientos con proteinas, lo que disminuye la movilidad lateral y rotacional de las
mismas (Richter, 1987). Ademas, junto al dafo directo a lipidos, la peroxidacion lipidica
conlleva una serie de reacciones paralelas, que determinan la formacién de compuestos
ciclicos, endoperoxidos que, al descomponerse, forman productos como el malondialdehido
(MDA), que es el marcador mas ampliamente utilizado, el 4-hidroxinonenal (4-HNE), 4-
hidroxihexenal (4-HEE) o alcanos que aparecen en el aire espiradom. Todos estos productos
son muy reactivos, y tienen la capacidad de reaccionar con otras moléculas como proteinas y
ADN. Tanto el 4-HNE como el 4-HEE inducen disfuncién endotelial y muerte celular por
apoptosis, pues ambos generan interrupciones en la membrana mitocondrial haciendo que ésta
libere citocromo c al citosol, donde interactia con las caspasas, lo que conduce a la muerte

celular programada (Vargas et al, 2007).

12 - i . . .
Base del Unico método de medida no invasivo.
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La composicién de los acidos grasos de las membranas celulares juega un papel muy
importante en la peroxidacion lipidica y, como se ha sefialado en el apartado anterior, puede
intervenir en la determinacion de la longevidad maxima. Asi, un menor grado de insaturacion
de los acidos grasos en las membranas, particularmente en la membrana mitocondrial interna,
podria ser ventajoso y resultar en una disminucion en su sensibilidad a la peroxidacion lipidica
(Pamplona and Barja, 2007). De acuerdo con esto, se ha visto que los animales longevos,
(aves y mamiferos) tienen un menor grado de insaturacion de los acidos grasos (menor indice
de dobles enlaces, DBI, e indice de peroxidizabilidad, PI)13 que los de vida corta (Hulbert, 2005;
Hulbert et al., 2007; Pamplona and Barja, 2003; Pamplona et al., 2002a; Sanz et al., 2006d).
También se ha visto que las aves, que son mucho mas longevas que los mamiferos, también
tienen un menor DBI que los mamiferos de igual tamafio corporal y tasa metabdlica (Pamplona
et al., 1999a,b); al estudiar la intensidad de la peroxidacién lipidica en estas especies se
observé que el bajo DBI de distintos érganos de los animales longevos actua protegiendo a sus
tejidos frente a la peroxidacion lipidica de forma constitutiva, tanto si sus tasas metabdlicas son
bajas (en el caso de los mamiferos de gran tamafio corporal) o altas (en el caso de las aves)

(revisado en Pamplona and Barja, 2007).

5.2. Proteinas

Hasta hace poco tiempo, la oxidacion proteica ha recibido menos interés que el dafio
oxidativo a los lipidos y al ADN, posiblemente debido a que los productos de este proceso se
acumulan en menor proporcion. No obstante, el incremento en el dafo oxidativo a las proteinas
asociado al envejecimiento tiene relevancia fisiolégica para el organismo, pues estas
macromoléculas constituyen los principales componentes de los sistemas bioldgicos y juegan
un importante papel en gran variedad de funciones celulares, como por ejemplo la transduccién

de sefales, mitosis o sistemas de transporte celulares.

El dafio oxidativo a proteinas se puede producir a través de distintos procesos, como
por ejemplo la formacion de grupos carbonilo, reacciones con aldehidos, nitracion de residuos
de aminoacidos aromaticos, oxidacion de grupos sulfidrilo, entrecruzamientos proteina-proteina
o proteina-ADN, fragmentaciones proteicas y conversiones de unos aminoacidos en otros

(como ocurre con la transformacion de histidina en asparagina) (Vargas et al., 2007).

Casi todos los aminoacidos presentes en las proteinas son dianas potenciales para la
oxidacién por parte de los radicales libres, pero difieren marcadamente en la facilidad con que
se oxidan sus cadenas laterales (Hoshi and Heinemann, 2001)14. De todos los aminoacidos, la

metionina y la cisteina son extremadamente sensibles al dafio oxidativo y, a diferencia de lo

13 DBI, del inglés Double Bound Index, y PI, del inglés Peroxidizability Index.
Siendo el radical hidroxilo, al igual que en lipidos, el principal iniciador de este ataque.
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que ocurre con otros aminoacidos, su oxidacion es reversible (Stadtman et al., 2005); asi, la
metionina es oxidada a metionina-sulfoxido, y la cisteina a varios productos, como disulfuros,
productos S-nitrosilados, acido sulfinico y acidos sulfénico. Ademas, la fenilalanina y el
triptéfano son oxidados a derivados hidroxilo, la tirosina a nitrotirosina, y la histidina a 8-
oxohistidina (Bokov et al., 2004).

Entre los procesos de dafo a proteinas destaca la oxidacion catalizada por metales. En
higado de rata, la mayoria de los carbonilos proteicos generados mediante la oxidacién
catalizada por metales de la poliarginina y poliprolina y de la polilisina los contituyen los
semialdehidos glutamico (GSA) y aminoadipico (AASA) (Requena et al., 2001). Aunque la
extension general de la oxidacion proteica frecuentemente se estima midiendo el contenido en
carbonilos, la fidelidad de las técnicas empleadas se ha puesto en duda y los estudios sobre
variaciones en los niveles de carbonilos proteicos con la edad son contradictorios; ademas, los
compuestos carbonilo representan tan sélo una fraccién de los aminoacidos que son dafados
oxidativamente, por lo que en realidad representan una subestimacion de la extensién del dafio

oxidativo (Requena et al., 2001).

Los aldehidos que surgen de la oxidacion de lipidos y carbohidratos (como MDA vy 4-
HNE) también pueden modificar oxidativamente a las proteinas, causando dafios en las
mismas por reacciones con residuos nucleofilicos de distintos aminoacidos, como los grupos
amino de las lisinas, los sulfidrilo de las cisteinas o los grupos imidazol de las histidinas
(Pamplona and Barja, 2007), y también por la interaccidon con radicales alcoxilo y peroxilo
(Refsgaard et al., 2000). La modificacion de los aminoacidos en las proteinas por productos de
la peroxidacion lipidica resulta en la formacion quimica no enzimatica de una variedad de
aductos colectivamente llamados ALEs (del inglés Advanced Lipoxidation Endproducts)
(Thorpe and Baynes, 2003). Estos ALEs incluyen, entre otros, el aducto Ne-(malondialdehido)-
lisina (MDAL) generado por la reaccion con el MDA derivado de los procesos de peroxidacion
lipidica (Pamplona et al,, 1998), y pueden servir como indicadores del estrés proteico
lipooxidativo in vivo. En este contexto, y de acuerdo con la teoria mitocondrial de
envejecimiento por radicales libres, se ha demostrado que en especies animales longevas, un
bajo grado de insaturacion de los acidos grasos, tanto total como mitocondrial, va acompafiado
de una baja concentracion de aductos derivados de la lipooxidacion en varios tejidos y

proteinas mitocondriales (Hulbert et al., 2007; Pamplona et al., 2002a).

5.3. Hidratos de Carbono

Reacciones oxidativas y, por inferencia, el estrés oxidativo y los ROS, catalizan la
modificacién quimica que los azucares reductores ejercen sobre los residuos de aminoacidos

en las proteinas (principalmente cisteina, histidina, y lisina) a través de la reaccién de Maillard
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(glicosilacion proteica no enzimatica). Los carbonilos formados durante la oxidacién de los
carbohidratos se han identificado como los intermediarios en la formacion irreversible de AGEs
(del inglés Advanced Glycoxidation End-products) en las proteinas (Thorpe and Baynes, 2003).
Algunos de los compuestos mas caracterizados derivados de estas reacciones y que sirven de
indicadores especificos de dafo glicooxidativo a proteinas in vivo son Ne-(carboximetil)-lisina
(CML)"® y Ne-(carboxietil)-lisina (CEL).

Durante la reaccion de Maillard, los azucares reaccionan de forma no enzimatica con
proteinas intra y extracelulares para formar aductos proteicos y entrecruzamientos, que pueden
contribuir al deterioro de la estructura y funcion proteica y, por tanto, al proceso de
envejecimiento (Pamplona and Barja, 2007). Numerosos estudios avalan esta idea, y muestran
cémo la tolerancia a la glucosa disminuye progresivamente con la edad mientras que los AGEs
aumentan con la edad tanto en la matriz celular como en el compartimento intracelular. Por su
parte, la restriccion de dieta, que se sabe que incrementa la longevidad, mejora la tolerancia a
la glucosa en ratas y monos, y desciende la glicooxidacién en roedores, mientras que dietas
ricas en azucares incrementan la glicooxidacion y disminuyen la longevidad en ratas (Murtagh-
Mark et al., 1995). El deterioro en la tolerancia a la glucosa asociado al envejecimiento podria
ser un proceso que determine la longevidad; esto se ha comprobado en Caenorhabditis
elegans donde se observé como modelos mutantes de elevada longevidad presentaban tasas
bajas de acumulacion de AGEs (Gerstbrein et al., 2005).

Ademas, los AGEs también pueden interaccionar con los acidos nucleicos y formar
aductos con el ADN. Estas modificaciones son incluso mas graves que las que sufren las
proteinas pues pueden llevar a la produccién de mutaciones. Numerosos estudios han
demostrado que la estructura y la funcion del ADN se ven afectadas tras interaccionar con

azucares reductores como la glucosa y la fructosa, entre otros (Levi and Werman, 2001).

5.4. ADN

El dafio oxidativo al material genético es el mas importante para el envejecimiento vy, al
mismo tiempo, el mas dificil de subsanar. Cuando todas las copias de un gen resultan
dafiadas, la informacién codificada en el mismo se pierde de manera definitiva para la célula.
Por otro lado, la alteraciéon oxidativa sobre el resto de las moléculas biolégicas (proteinas,
lipidos y carbohidratos) puede subsanarse partiendo de la informacién escrita en los genes
(Barja et al., 2005). Aunque esta seccidn se centra en los &cidos nucleicos que constituyen el
ADN, cabe mencionar que el ARN es mas susceptible al estrés oxidativo, tanto in vivo como in
vitro (Hofer et al., 2006).

15 Este aducto también deriva de procesos lipoperoxidativos.
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Como se ha mencionado anteriormente, los metales de transicién juegan un papel muy
importante en el dafio oxidativo. Aunque ni el radical superdxido ni el peréxido de hidrogeno
pueden atacar al ADN, en presencia de dichos metales dan lugar al radical hidroxilo, que si

tiene la reactividad suficiente para atacarlo.

El dafio oxidativo a los &cidos nucleicos incluye aductos de bases y grupos
azucarados, roturas simples y dobles de cadenas y entrecruzamientos con otras moléculas; en
total se han descrito mas de 20 tipos distintos de dafio oxidativo (Cooke et al., 2003). La base
modificada mas estudiada es la guanina. La oxidacion de esta base en el carbono 8 da lugar a
la formacién de la base modificada 8-hidroxiguanina; su nucleosido, la 8-hidroxi-7,8-dihidro-
2’-deoxiguanosina (8-oxodG) es el biomarcador mas utilizado para cuantificar el dafo
oxidativo al ADN, y se estima que constituye cerca del 5% del total de dafo oxidativo al ADN
(Dizdaroglu, 1992). Se trata de una base altamente mutagénica, que inhibe la metilacién y tiene
el potencial de aparearse con adenosina en lugar de citosina durante la replicacion del ADN,
dando lugar a transversiones G:C—A:T, el tipo mas frecuente de mutacion espontanea (Moriya,
1993).

Aunque el ADN mitocondrial tan solo comprende cerca del 1% del ADN total presente
en la célula, numerosos datos sugieren que su contribucién a la fisiologia celular podria ser
bastante mayor que la que sugiere su cantidad o tamano. Asi, el ADN mitocondrial presenta
importantes diferencias con el nuclear, que explican el ataque oxidativo mas intenso al que
se ve sometido y su mayor importancia en el envejecimiento (Barja and Herrero, 2000;
Hamilton, 2001). Por un lado, su localizacién junto a la principal fuente de ROS, la cadena
respiratoria (Stuart et al., 2005), probablemente impida la actuacion de los antioxidantes v,
dado que la membrana mitocondrial interna es muy rica en acidos grasos insaturados, su
oxidacion puede dar lugar a compuestos que incrementen el dafio al ADN mitocondrial
(Pamplona et al., 2004). Ademas, el ADN mitocondrial carece de histonas que lo protejan, tiene
una mayor densidad de informacién y se transcribe completamente, por la ausencia de
intrones, a diferencia del ADN nuclear que posee intrones y exones, por lo que una mutacién

siempre afectara a la informacion que codifica para proteinas o ARNs funcionales.

El nexo de unibn mas probable entre la produccion de radicales libres y el
envejecimiento es el dafio oxidativo al ADN mitocondrial. Asi, se ha observado una correlacion
negativa entre la longevidad maxima y los niveles de 8-oxodG en el ADN mitocondrial de
corazoén y cerebro de animales homeotermos (mamiferos y aves), cosa que no ocurre en el
nuclear (Barja and Herrero, 2000). Dicha correlacién negativa tiene una mayor importancia que
los posibles aumentos de la 8-oxodG con la edad, ya que este marcador de dafio oxidativo no
se acumula en gran medida, pues se repara tanto en el niicleo como en la mitocondria, quizas
de forma mas intensa en esta ultima (Bohr, 2002); asi, los radicales libres también podria
provocar, junto con la 8-oxodG, otros tipos de dafo al ADN, algunos de los cuales podrian no

ser reparados eficientemente y acumularse durante el envejecimiento (Barja et al., 2005). Estos
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cambios irreversibles, mutaciones somaticas, se incrementan a lo largo de la vida en células
con escaso potencial proliferativo y alta demanda energética. La relativamente alta tasa de
produccién mitocondrial de ROS en animales de vida corta podria ser una causa de su mayor
carga mutacional durante el envejecimiento, que aparece a los 70-100 afios en humanos
mientras que en roedores solo a partir de los 2-3 afios de vida (Wang et al., 1997). Ademas,
puesto que la presencia de la 8-oxodG en el ADN es mutagénica (Kim et al., 2004), la
concentracion mas alta de 8-oxodG que presentan los animales de vida corta en relacion con
los longevos podria contribuir de forma adicional a su mayor tasa de acumulacion de
mutaciones en el ADN mitocondrial. Esta acumulacién de mutaciones tiene como resultado un
compromiso en la funcidon mitocondrial, que se hace progresivamente mayor a lo largo de la
vida lo que supone, entre otros cambios, deficiencias en la cadena respiratoria mitocondrial y,
finalmente, una limitacion en la produccion maxima de ATP para su utilizacién en el
metabolismo celular (Short et al., 2005). Ademas, las enzimas responsables de importar las
proteinas reparadoras del ADN a la mitocondria se deterioran con la edad, probablemente

debido al dafo oxidativo (Szczesny et al., 2003).

Para evitar la acumulacion gradual de lesiones oxidativas, el dafio al ADN es reparado
a través de distintos mecanismos. En general, las bases oxidadas del ADN son eliminadas
mediante mecanismos de reparacion por escisidon de bases y, aunque estos mecanismos
correctores muestran alta fidelidad, las lesiones del ADN todavia pueden acumularse con la
edad. Las enzimas ADN polimerasas tienen una capacidad correctora de errores y, al estudiar
modelos de ratén mutante para la subunidad reparadora de la polimerasa y mitocondrial se
observd un incremento de 3 a 5 veces en las mutaciones mitocondriales, asi como un
descenso en la longevidad de los ratones (Kujoth et al., 2005; Trifunovic et al., 2004). Estos
cambios no fueron acompafiados de un aumento en el estrés oxidativo, sino que este no se

altero, pero si se observaron fenémenos apoptéticos (Kujoth et al., 2005).

La apoptosis (suicidio celular) es la defensa mas efectiva frente al dafo al ADN y
mutaciones cuando las enzimas de reparacion del ADN no pueden reparar el dano. Pero la
induccion de p53 tras la irradiacién UV desciende con la edad, al igual que descienden las
proteinas reparadoras del ADN (Goukassian et al., 2000). El resultante descenso en la
reparacion del ADN asociado con un descenso en la apoptosis para el ADN dafado podria

contribuir al cancer y, probablemente, al envejecimiento.
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6. RESTRICCION DE DIETA Y ENVEJECIMIENTO

A lo largo de la historia de la humanidad muchas sociedades han reconocido los
efectos beneficiosos que la limitacién en el consumo de alimento, bien por cuestiones religiosas

0 bien por escasez de comida, ejerce sobre la salud y el bienestar general.

Los estudios desarrollados durante las 7 ultimas décadas indican que la restricciéon de
dieta (RD), sin llegar a la malnutricion, es la manipulacion experimental mejor conocida capaz
de descender la tasa de envejecimiento y de incrementar la longevidad media y maxima
de los animales. Ya en 1935, McCay y sus colaboradores demostraron como la RD a largo
plazo sin malnutriciéon en ratas de laboratorio, comenzando temprano tras el destete, extendia
su longevidad maxima (McCay et al, 1935). Numerosos investigadores confirmaron
posteriormente este resultado, y demostraron que la RD extiende la longevidad en un amplio
rango de organismos, incluyendo levaduras, rotiferos, arafias, nematodos, peces, roedores de
laboratorio y, probablemente, primates, incluyendo los humanos (Mattison et al., 2007; Roth et
al., 2004).

Las personas mas longevas son los habitantes de las islas japonesas de Okinawa, que
consumen un 40% menos de calorias que los norteamericanos y viven 4 afios mas, lo que
representa tan sélo un 5% de incremento en la esperanza de vida (Willcox et al, 2000); dicho
incremento es mucho menor que el encontrado en ratas de laboratorio sometidas a un 40% de
RD, cuya esperanza de vida se extiende en casi un 25% (Everitt et al., 2005). Sin embargo, los
okiwanenses difieren de los norteamericanos en la genética, dieta y estilo de vida, y por tanto
cualquier comparacion directa de las causas de las diferencias en la esperanza de vida es

compleja.

Junto con el efecto que ejerce la RD en la longevidad, esta intervencion nutricional
también atenua la incidencia y progresion de muchas patologias asociadas al envejecimiento
como cardiomiopatias, nefropatias, diabetes, enfermedades relacionadas con la hipertension,
enfermedades autoinmunes, neoplasias y varias alteraciones neurodegenerativas como
Parkinson o Alzheimer (Martin et al., 2006; Mattson et al., 2002).

Los cambios metabdlicos subyacentes a la RD han sido exhaustivamente estudiados
en mamiferos. Durante la fase inicial adaptativa el metabolismo, estimado como consumo de
oxigeno, disminuyem. Como respuesta inmediata a los bajos niveles de glucosa, los animales
restringidos degradan rapidamente los almacenes de glucégeno y, cuando dichos almacenes
se reducen, las grasas empiezan a romperse para compensar la ausencia de glucosa en
sangre (Bertrand et al., 1980). Asi, junto con la pérdida de masa grasa, otros de los muchos

cambios fisioldgicos inducidos por la RD incluyen descensos en el tamaino y la temperatura

16 Aunque tal descenso no se observa cuando la RD se aplica a largo plazo (McCarter et al., 1985).
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corporal, y en los niveles de la hormona del crecimiento, IGF-1, hormona estimulante del
tiroides y gonadotropinas. En cambio, los niveles de glucocorticoides, catecolaminas y
glucagén se incrementan (Mobbs et al., 2001). Los animales restringidos presentan menores
niveles de glucosa e insulina en plasma, junto con una mayor sensibilidad a la insulina que los
alimentados ad libitum. También, como consecuencia de los descensos en los niveles de
gonadotropinas, se han observado retrasos en la maduracion sexual y en la fertilidad. La
modificacion de la via de sefializacion insulina / IGF-1 en animales sometidos a RD tiene
particular interés, ya que se trata de un sistema altamente conservado a lo largo de la
evolucién que ha sido propuesto como un regulador de la longevidad en una amplia variedad

de animales, desde nematodos hasta mamiferos (Gems and Partridge, 2001).

La imposicion de un régimen de RD como agente gerontoterapeutico en organismos
superiores como el hombre no es tan sencilla como en otras especies animales. La excesiva
pérdida de grasa corporal y el concomitante declive de los niveles de los esteroides sexuales
asociados a la RD pueden conducir a irregularidades menstruales, amenorrea, adelgazamiento
de huesos y al desarrollo de osteoporosis en mujeres. Tampoco hay que despreciar los efectos
psicolégicos que supondria esta manipulacidon dietética si se implantara en la sociedad, pues
poseemos una extraordinaria conexién emocional con el consumo de alimentos que no poseen

otras especies animales.

6.1. Restriccion de dieta, produccién mitocondrial de ROS y estrés oxidativo

Aunque los efectos de la RD sobre la tasa de envejecimiento y el incremento en la
longevidad maxima estan bien documentados en diversas especies (revisado en Lopez-Torres
and Barja, 2008), todavia no se han esclarecidos los mecanismos moleculares subyacentes.
De acuerdo con la teoria mitocondrial de envejecimiento por radicales libres, numerosos
investigadores han visto que la RD trabaja, al menos en parte, disminuyendo el estrés
oxidativo mitocondrial (Lopez-Torres and Barja, 2008). Los efectos de la RD sobre la
produccion de ROS por parte de las mitocondrias fueron primero investigados en ratones
(Sohal et al., 1994), y mas recientemente se han estudiado en detalle en distintos tejidos de
rata; estas investigaciones, habitualmente aplicando un 40% de RD, demuestran de forma
consistente que la RD a largo plazo disminuye significativamente la generacion mitocondrial de
ROS en tejidos de rata incluyendo musculo esquelético, rifidén, higado, corazén y cerebro
(Gredilla et al., 2001b; Lopez-Torres et al., 2002; Sanz et al., 2005a). Sin embargo, cuando la
RD se aplica a corto plazo (de unas pocas semanas a 4 meses), los descensos se detectan o
no en funcion del tejido estudiado. Por ejemplo, en higado de rata 6-7 semanas de RD son
suficientes para descender la tasa mitocondrial de ROS y el dafio oxidativo al ADN mitocondrial
(Gredilla et al., 2001a).
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Como se ha comentado en la seccién 3.6, las mitocondrias producen radicales libres en
los complejos | y Il de la cadena de transporte de electrones mitocondrial; sin embargo, la RD
desciende significativamente la produccion de ROS especificamente en el complejo | en cada
organo estudiado hasta la fecha; dicho descenso se da junto a un descenso de la fuga de
radicales libres (%FRL, del inglés Free Radical Leak), indicando que la eficacia de la cadena
respiratoria mitocondrial para evitar la produccién de ROS aumenta en los animales sometidos

a RD (revisado en Lopez-Torres and Barja, 2008).

Es interesante destacar que el descenso en la generacion mitocondrial de ROS
observado en ratas restringidas esta acompanado de descensos significativos en los niveles de
8-oxodG en el ADN mitocondrial unicamente, o en el mitocondrial y nuclear, en funcion del
tejido estudiado (revisado en Gredilla and Barja, 2005), asi como por disminuciones en el grado
de lesion proteica de tipo oxidativo, glicooxidativo y lipooxidativo en proteinas mitocondriales de
corazén (Pamplona et al., 2002b, c); aunque en algunos casos (por ejemplo, en higado de rata)

so6lo se observaron pequefios cambios en los marcadores proteicos (Lambert et al., 2004).

Los cambios observados en la tasa de produccion de ROS asi como en los de 8-oxodG
en el ADN mitocondrial son sorprendentemente similares a los obtenido comparando animales
con diferentes longevidades, sugiriendo que puede existir un mecanismo altamente conservado
de extension de la longevidad que es el mismo tanto entre especies como dentro de una misma
especie, y parecen sugerir que la disminucién en la tasa de produccién de ROS es un
mecanismo comun utilizado tanto por animales longevos como por animales sometidos a RD
con el objeto de disminuir el estado basal de lesidon oxidativa a carbohidratos, lipidos, proteinas
y especialmente al ADN mitocondrial y, por tanto, de las mutaciones del ADN mitocondrial y de

la tasa de envejecimiento (Pamplona and Barja, 2006).

Por su parte, resultados obtenidos a partir de diversos estudios no apoyan la idea de
que ocurra una induccién de la capacidad antioxidante durante la RD (Sohal et al., 1994), y
también han encontrado que la reparacion de 8-oxodG en el ADN mitocondrial via reparacion
de escision de bases esta regulada negativamente en mitocondrias de riién y cerebro,
mientras que no se han visto cambios en las mitocondrias de higado de animales RD (Stuart et
al., 2004). De hecho, la generacion de ROS, los niveles de 8-oxodG en el ADN mitocondrial, y
la reparacion de 8-oxodG mitocondrial a través de una reparacion de escision de bases
descienden de forma similar durante la RD al 40%, cerca de un 30-50% de descenso. Estos
resultados sugieren que, de forma similar a lo que ocurre con los niveles de antioxidantes en
animales longevos, la reparacion de la 8-oxodG mitocondrial es menor en roedores RD,
probablemente debido a que su tasa de produccién mitocondrial de ROS también es menor
que en los alimentados ad libitum. Ambos, los sistemas antioxidantes y los sistemas de
reparacién del ADN mitocondrial pueden inducirse temporalmente cuando se necesitan,

descendiendo asi los costes energéticos totales. De esta forma, en los animales longevos y
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restringidos, que presentan una tasa de generacion mitocondrial de ROS disminuida, el dafio
oxidativo al ADN mitocondrial es menor. Esto representa una estrategia menos costosa y mas
eficiente y simple que mantener continuamente altos niveles de antioxidantes y sistemas de
reparacion (Lopez-Torres and Barja, 2008).

6.2. ; Por qué el modelo EOD de restriccion de dieta?

Ya en el ano 1956, Eduardo Arias Vallejo publicd en la Revista Clinica Espafiola un
estudio de RD en humanos en el cual los sujetos consumian, en dias alternos, bien 900 o bien
2300 calorias (una media de 1600). Aunque no se observaron cambios en el peso corporal
durante los 3 afios que duro el estudio, si que se apreciaron cambios substanciales en lo que
se refiere a la salud de los individuos (Vallejo, 1956). Estudios mas recientes también
promueven este régimen dietético; se ha visto que en el hombre una pauta de alimentacién
alterna, donde el consumo esta limitado a un 20-50% de los requerimientos diarios estimados
un dia seguido de alimentacion ad libitum al siguiente, parece tener efectos promotores de la

salud sin pérdida de peso (Johnson et al., 2006).

Una variante de la RD clasica es el método de “alimentacién en dias alternos” o
“alimentacion intermitente” (EOD, del inglés Every Other Day). Los animales sujetos a este
régimen dietético no tienen acceso a comida durante 24 horas, y alimento ad libitum durante
las 24 horas siguientes. Hay cierta incertidumbre acerca de si la alimentacién EOD se deberia
considerar fundamentalmente una forma leve de RD o como repetidos periodos de ayuno, con
la ansiedad que el hambre genera y el estrés contribuyendo a los efectos de este régimen
(Piper and Bartke, 2008). La alimentacion en dias alternos, al igual que la RD clasica, protege a
los roedores de laboratorio de las patologias y del declive funcional asociados al

envejecimiento, y extiende su longevidad (Goodrick et al., 1990; Ingram and Reynolds, 1987).

Entre los posibles mecanismos responsables del incremento en la longevidad maxima
que se observa durante la RD, numerosos datos sefialan al estrés oxidativo mitocondrial y a la
via de la insulina como las principales causas de dicho incremento. Es bien conocido que
ambos, la produccion mitocondrial de ROS (Lopez-Torres and Barja, 2008) y la via de
sefializacion de la insulina (Masoro et al., 1992), descienden durante la RD, pero los papeles
relativos de estos dos factores en la extensién de la longevidad todavia no se han esclarecido.
Algunos estudios sugieren la existencia de una relacion mecanistica entre ellos (Lambert and
Merry, 2004) pero no otros (Sanz et al., 2005b). En ratones mutantes enanos Ames, que se
caracterizan por una mutacion en el gen Prop-1 y, como consecuencia, presentan menores
niveles de GH e IGF-1 y viven aproximadamente un 50% mas que los ratones no mutantes
(Brown-Borg et al., 1996), la RD extiende mas alla su longevidad (Bartke et al., 2001). Esto
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sugiere que algunos mecanismos responsables de la extension de la longevidad durante la RD

podrian operar independientemente de la via de la insulina.

Asi pues, se necesitan modelos animales capaces de disociar el descenso en el estrés
oxidativo de los descensos en la via de sefalizacidon de la insulina durante la RD. Esto se
puede obtener usando el modelo de alimentacion EOD en ratones C57BL/6. Cuando estos
ratones se mantienen en un régimen EOD, muestran incrementos en la longevidad maxima
(Goodrick et al., 1990), y mejoras en la resistencia neuronal al dafio, al igual que ocurre en RD,
pero sus niveles plasmaticos de IGF-1 no descienden si no que pueden incluso
incrementarse (Anson et al., 2003). Esto ofrece un modelo animal Unico donde se disocian el
incremento en la longevidad maxima del descenso en IGF-1 observado en RD clasica. Sin
embargo, hasta la fecha no se sabe si la producciéon mitocondrial de ROS vy el estrés oxidativo
descienden en este modelo; si descendieran, entonces se podria concluir que el descenso en
el estrés oxidativo mitocondrial inducido por la RD puede trabajar de manera independiente de

los descensos en IGF-1.

Por otro lado, en modelos clasicos de RD tanto el consumo de calorias como la
produccién mitocondrial de ROS descienden. Por tanto, no se sabe en qué medida cada uno
de estos cambios estd asociado con el efecto de extension de la longevidad de la RD
independientemente del otro. El modelo de alimentacién EOD en ratones C57BL/6 comentado
anteriormente también suministra un modelo capaz de desacoplar las calorias en si mismas de
los estudios de RD, ya que en la cepa de ratén C57BL/6, sometida a EOD, a diferencia de lo
que es usual en otras cepas de ratas y ratones, el dia que los animales reciben pienso tras el
dia de ayuno lo compensan comiendo aproximadamente el doble. El resultado es que estos
animales no estan sometidos a restriccion de calorias. Sin embargo, siguen mostrando
un aumento de longevidad maxima como consecuencia del tratamiento. Es decir, el retraso
en el envejecimiento en este modelo no se debe a las calorias en si mismas (Anson et al.,
2003). Este modelo parece ser capaz de desacoplar la restriccion de calorias del aumento de
longevidad maxima, y nos suministra otra forma de poner a prueba si el descenso de produccion
de ROS y el descenso del estrés oxidativo mitocondrial subsiguiente estan o no ligados al
consumo de calorias. Si no lo estan, seguiran apareciendo en los ratones C57BL/6 alimentados en

dias alternos, de acuerdo con su menor velocidad de envejecimiento.
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7. METIONINA Y RESTRICCION DE DIETA

7.1. Breve introduccion al metabolismo de la metionina

Las exhaustivas investigaciones llevadas a cabo durante la pasada década centradas
en el metabolismo de la metionina resultaron en importantes aportaciones”; gran parte del
interés en este campo estuvo motivado por tratar de esclarecer el posible papel de la

homocisteina en distintas enfermedades como las cardiovasculares y neurolégicas, entre otras.

La metionina es un aminoacido esencial, neutro, que contiene un atomo de azufre. La
fuente mas importante de metionina son las proteinas de origen animal. Independientemente
de su funcién como precursor en la sintesis proteica, la metionina participa en un amplio
numero de reacciones bioquimicas entre las que se incluyen la formacion de S-
adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteina (SAH) y homocisteina, incrementando su
concentracion (Regina et al., 1993). La SAM en si misma sirve de dador de grupos metilo para
procesos enzimaticos de metilacion, y esta implicada en la sintesis de creatina, epinefrina,

melatonina, etc.

La homocisteina tiene un grupo tiol libre que se oxida facilmente generando puentes
disulfuro dentro de las proteinas o entre proteinas distintas. También el grupo metilo de la SAM
puede ser atacado por grupos nucledfilos siendo fuertemente reactivo. Estas alteraciones

comprometen seriamente el funcionamiento proteico.

La via de transulfuracién es basicamente la Unica via del catabolismo de la metionina
bajo condiciones fisiolégicas. La transulfuracion resulta en la transferencia del sulfuro de la
metionina a la serina para formar cisteina (Rao et al., 1990). De esta forma, el sulfuro
procedente bien de la metionina o de la cisteina acaba siendo oxidado a través de las vias
catabdlicas de la cisteina a los productos finales sulfato y taurina, que son excretados en la

orina.

Las concentraciones tisulares de homocisteina y cisteina se mantienen a bajos niveles
gracias a la produccion regulada y eficiente eliminacion de estos tioles. Asi, la suplementacion
de la dieta con acido félico (vitamina B-11) y, en menor medida, con cobalamina (vitamina B-
12), es muy efectiva para reducir la concentracion de homocisteina, efecto que esta mediado
por la remetilacion de la homocisteina a metionina a partir del N°-metil-tetrahidrofolato (Metil-
THF) (Melse-Boonstra et al., 2005). Por otra parte, la betaina también puede descender la

concentracién plasmatica de homocisteina. La betaina deriva tanto de fuentes enddégenas

17 N . . o
Una excelente y minuciosa revision sobre el metabolismo de los aminoacidos sulfurados se puede encontrar en
Stipanuk (2004).
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(oxidacion de colina) como exogenas (de la dieta) (Zeisel et al., 2003); sirve como donador de
grupos metilo en la reaccién catalizada por la enzima betaina-homocisteina metiltransferasa
(BHMT) que convierte la homocisteina a metionina y la betaina a dimetilglicina (Figura 3). La
metilacion a través de la via BHMT esta confinada al higado y rindn (Garrow, 2001), mientras
que la metilaciéon de la homocisteina catalizada por la metionina sintasa ocurre en todas las

células.

— Metionina «—
ATP

THF Metionina Dimetilglicina
Adenosiltransferasa

Pi + PPi

SAM
Aceptor

Metionina sintasa B12 Metiltransferasas BHMT

Aceptor-CH,
SAH

H.0 Betaina

Adenosilhomocisteina Hidrolasa T

Metil-THF .
Adenosina

Homocisteina Colina

Serina —» l H,O

\: Cistationina y Liasa
Cistationina Cisteina

Figura 3. Diagrama simplificado del metabolismo de la metionina.

Asi pues, no es extrafio que los residuos de metionina de las proteinas sean los
aminodacidos mas sensibles a la oxidacion por accion de los radicales libres; de hecho, y al
igual que ocurria con los acidos grasos de los lipidos, la sensibilidad de las proteinas a la
oxidacion se incrementa a medida que lo hace el nimero de residuos de metionina que poseen
(Stadtman et al., 2005). La formacion de residuos metionina-sulféxido en las proteinas, como
consecuencia de la oxidacion, impide que estos residuos ejerzan como donadores de grupos
metilo, y puede provocar la pérdida de su actividad biologica (Carp et al., 1982; Ciorba et al.,
1997). Esta modificacion es reparada por la enzima metionina-sulféxido reductasa en una
reaccion dependiente de tiorredoxina; este mecanismo de reparacion es muy importante, de
manera que los ratones knockout para la metionina-sulféxido reductasa ven incrementados sus
niveles de estrés oxidativo y reducida su longevidad (Moskovitz et al., 2001). Ademas, la
manipulacién contraria, es decir, la sobreexpresiéon de la metionina-sulféxido reductasa,
incrementa la longevidad en Drosophila melanogaster (Ruan et al., 2002). Por su parte, la
sobreexpresion de la tiorredoxina reductasa, la enzima que se encarga de reducir a la
tiorredoxina oxidada, incrementa la longevidad en ratones (Mitsui et al., 2002; Nakamura et al.,
2002).
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7.2. Restriccion de metionina

Numerosos estudios han documentado el descenso en la produccion mitocondrial de
ROS vy lesion oxidativa a macromoléculas durante la RD, pero el factor nutricional que genera
dichos efectos es desconocido. La clarificacion del factor responsable de la disminucion en la
producciéon mitocondrial de ROS y el estrés oxidativo, y del incremento de la longevidad media
y maxima durante la RD es una forma de desvelar algunos de los mecanismos fundamentales

del proceso de envejecimiento.

En la transicion entre los afios ochenta y noventa se alcanzé en consenso de que el
efecto antienvejecimiento de la RD se debia a la reduccion en la ingesta de calorias en si
mismas mas que a una disminuciéon de componentes especificos de la dieta. Sin embargo,
trabajos recientes cuestionan este clasico consenso, pues parece ser que cambios en los
principales componentes de la dieta también modulan la longevidad en roedores (Archer, 2003)
e insectos (Mair et al., 2005). Los estudios disponibles no parecen apoyar la posibilidad de que
bien la restriccion de carbohidratos o la de lipidos, a largo plazo, incrementen la longevidad en
roedores de laboratorio. En ratas Fisher 344, la longevidad no se alteré tras la restriccién de
lipidos (lwasaki et al., 1988; Shimokawa et al., 1996), mientras que estudios de restriccion o
suplementacion de carbohidratos condujeron a cambios menores y contradictorios en lo que se

refiere a la longevidad de las ratas (Khorakova et al., 1990; Ross, 1976).

No obstante, en roedores existen varios estudios que demuestran que la restriccion de
proteinas incrementa la longevidad maxima. Diez de los once estudios de restriccion de
proteinas en ratas o ratones (dieciséis de dieciocho experimentos de supervivencia diferentes)
observaron incrementos en la longevidad maxima (revisado en Pamplona and Barja, 2006)
aunque la magnitud de dicho incremento (alrededor de un 20% de aumento) era menor que la
habitualmente descrita para RD (cerca del 40%). Estas investigaciones sugieren, pues, que la
restriccion proteica podria ser responsable de cerca de la mitad (un 50%) de los efectos de
prolongacion de la longevidad de la RD, y podria estar de acuerdo con el hecho de que la
restriccion de metionina isocaldrica también incrementa la longevidad maxima en ratas y
ratones (Miller et al., 2005; Orentreich et al., 1993; Richie et al., 1994; Zimmerman et al., 2003).
Trabajos recientes llevados a cabo en Drosophila melanogaster también avalan la idea de que
la restriccion de caseina (Min and Tartar, 2006) o de metionina (Troen et al., 2007) incrementan

la longevidad independientemente de la cantidad de calorias ingeridas.

Una extension de la longevidad menor (pero significativa) en la restriccion proteica y de
metionina que en la RD también concuerda con la nocidon ampliamente aceptada de que el
envejecimiento es un proceso plurifactorial, indicando que existe, al menos, una doble via
por la cual la RD actua sobre la longevidad. De esta forma, la RD podria disminuir la tasa de

envejecimiento a través de la disminucion en la produccion mitocondrial de ROS vy el estrés
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oxidativo inducido por la restriccion proteica y la de metionina, asi como a través de otros
mecanismos desconocidos posiblemente inducidos por las calorias en si mismas o por otros
componentes de la dieta. Recientemente se ha observado que 6-7 semanas de restriccion
proteica al 40% disminuye la producciéon mitocondrial de ROS especificamente en el complejo
I, la fuga de radicales libres y la lesién oxidativa al ADN mitocondrial, lipidos y proteinas en
mitocondrias de higado de rata (Sanz et al., 2004), de forma analoga a lo que acontece en
mitocondrias de higado de rata tras 6-7 semanas de un 40% de restriccidn de calorias (Gredilla
et al., 2001a; Ramsey et al., 2004). Es llamativo el hecho de que la magnitud, tipo de cambios,
mecanismos Yy sitios de accidén de las disminuciones son similares tanto en restriccion de
proteinas como de calorias, mientras que la restriccion de lipidos y carbohidratos sin restringir
el contenido caldrico no origina tales descensos (Sanz et al.,, 2006b, c). Estos resultados
sugieren que la restriccion de la ingesta de proteinas puede ser la responsable de las
disminuciones en la produccion mitocondrial de ROS y estrés oxidativo observados durante la
RD vy, por consiguiente, de parte del aumento de la longevidad maxima que ocurre durante la
RD. Por otra parte, usando el mismo protocolo dietético de restriccién de metionina con el que
se demostré un incremento en la longevidad maxima en roedores (80% de restriccion
isocaldrica de metionina y sustituyendo la metionina por acido glutamico en la dieta), se
encontré que la restriccion de metionina también disminuia la produccion mitocondrial de ROS,
principalmente en el complejo |, la fuga de radicales libres, los niveles de 8-oxodG en el ADN
mitocondrial y de oxidacion proteica, el contenido del complejo | y la insaturacién de los acidos
grasos en mitocondrias de higado y corazén de rata (Sanz et al., 2006a). Estos hallazgos
sugieren de forma bastante clara que la restriccién de la ingesta de metionina podria ser la
responsable de la disminucion de ROS vy estrés oxidativo que tiene lugar en la RD, y de parte
del aumento de la longevidad maxima inducido por dicha intervencion nutricional (Tabla 1). En
cualquier caso, existe una clara necesidad de realizar trabajos adicionales para estudiar: 1. Si
los efectos observados son debidos bien a la restriccion de la metionina o bien al incremento
de glutamato en las dietas experimentales, 2. Si el descenso en el estrés oxidativo mitocondrial
también ocurre cuando la restriccion de metionina se implanta al 40%, pues es el nivel de
restriccion generalmente aplicado en los distintos regimenes dietéticos, y 3. Si se puede
descartar el posible papel de los demas aminoacidos, vitaminas y minerales de la dieta como
los responsables de los efectos de la RD; esto Ultimo es posible teéricamente y, ademas, hay
un trabajo que lo sugiere (Segall, 1977), pues se observd que la restriccion de triptofano
aumentaba la longevidad maxima en ratas, aunque el aumento fue mucho menor que en el

caso de la restriccion de metionina.
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Tabla 1. Resumen de los efectos de la restriccion de calorias, proteinas, metionina, lipidos y
carbohidratos sobre el estrés oxidativo y la longevidad maxima en el higado (revisado en Lopez-Torres
and Barja, 2008).

Restriccion Restriccion Restriccion Restriccion Restriccion

Parametro calorias (40%)  proteinas (40%)  metionina (80%) lipidos (40%)  carbohidratos (40%)

oigene = = 1 1 =
Ergguccién de ! ! ! _ _
rFaudgic?atljees libres l ___________ l l = =
mioeondral L ! ! = =
i no t f = |
- Nimero de Muchos 16 de 18° 3 de 3° 2 de 2° 2

a= No hay evidencia consistente de cambio.
b= Numero de estudios que indican el cambio indicado en la longevidad del total de estudios.

Otras lineas de investigacion también avalan la idea de que la metionina puede jugar
un papel clave en el envejecimiento y la longevidad (ver apartado 4). Asi, recientemente se ha
visto que el contenido en metionina de las proteinas tisulares correlaciona consistentemente y
de forma inversa con la longevidad maxima en mamiferos (Ruiz et al., 2005). El contenido en
metionina en las proteinas también es menor en tejidos de aves longevas que en el de
mamiferos de similar tamafio corporal pero de vida mas corta (Pamplona and Barja, 2006). Por
lo tanto, cuanto mayor sea la longevidad de una especie, menor sera su contenido en

metionina.

Recientes estudios han visto como la restriccion de metionina, junto con el incremento
en la longevidad de los roedores, también disminuye la incidencia de enfermedades
degenerativas asociadas al envejecimiento; asi, la restriccién de metionina retrasa el desarrollo
de cataratas, minimiza los cambios asociados con la edad en las células T, disminuye los
niveles séricos de glucosa, insulina, IGF-1 y hormonas, e incrementa la resistencia al dafio
oxidativo en las células hepaticas en ratones (Miller et al., 2005). La restriccion de metionina
también desciende la grasa visceral, en un 40%, y evita los incrementos sanguineos de
triglicéridos y colesterol en ratas (Malloy et al., 2006), frena la divisidon de células cancerigenas
(Pavillard et al., 2006) e inhibe la carcinogénesis de colon (Komninou et al., 2006). El fuerte
descenso en la grasa visceral sefala la posibilidad de que tal cambio, caracteristico de los

animales RD, podria no estar necesariamente relacionado con un menor consumo de calorias.
Por otro lado, diversos estudios han demostrado que un exceso de metionina en la

dieta dafia los d6rganos vitales e incrementa el estrés oxidativo tisular (Mori and Hirayama,

2000; Stefanello et al., 2005), con similares efectos negativos a los observados en ratas

- 45 -



Introduccion

alimentadas con dietas ricas en proteinas (revisado en Pamplona and Barja, 2006). Recientes
investigaciones del grupo de investigacion dirigido por el Profesor Barja también indican que un
exceso de metionina incrementa la produccion mitocondrial de ROS en higado de rata (datos
no publicados). La suplementacién crénica de metionina incrementa los niveles de hierro en
higado, la peroxidacion lipidica, los dienos conjugados y el colesterol, es hepatotdxica, altera
los niveles hepaticos de enzimas antioxidantes y glutation, y disminuye los niveles de vitamina
E en higado y corazén. También eleva los niveles de homocisteina en plasma de roedores y
humanos (Velez-Carrasco et al., 2008; Verhoef et al., 2005), y la hiperhomocisteinemia altera la
capacidad de metilacion de los tejidos y dafia la funcién endotelial de los microvasos cerebrales
(Devlin et al., 2004).

La capacidad de la restriccion de metionina de reducir la generacion de ROS y la lesién
molecular, asi como de incidir de forma beneficiosa en la aparicién o evolucion de muchas
enfermedades, y aumentar la longevidad, es muy interesante puesto que estas intervenciones
son mucho mas faciles de llevar a cabo que la restriccion de calorias. Las poblaciones
humanas de los paises industrializados habitualmente consumen unos niveles de proteinas del
orden de 3-4 veces superior a los valores recomendados (0,5-0,75 g / Kg de peso corporal y
dia). Por consiguiente, existe un amplio rango de maniobra para conseguir disminuir la cantidad
de proteina ingerida. El disminuir Unicamente la ingesta de proteinas, o incluso sélo de la
metionina, haciendo énfasis en la ingesta de alimentos con un bajo contenido en metionina, y
sin necesidad de reducir la ingesta total de calorias ni la cantidad global de alimento, podria
constituir una intervencion nutricional mucho mas facil de llevar a la practica que la restriccion
de calorias, y que también podria disminuir la obesidad y muchas enfermedades degenerativas

(Malloy et al., 2006; Miller et al., 2005) asi como la tasa de envejecimiento (Richie et al., 1994).
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La restriccion de dieta (RD) disminuye la produccidon de ROS y el estrés oxidativo
mitocondrial, y retrasa la velocidad del envejecimiento; esto parece deberse a la restriccion de
proteinas, no a la de hidratos de carbono o de grasas, y estudios preliminares en higado y
corazoén de rata sugieren que, en particular, es la restriccion de metionina la responsable de
dichos descensos. Por otra parte, se sabe que tanto la restriccion proteica como la de
metionina también aumentan la longevidad maxima. En la presente tesis se plantea la hipétesis
de que el descenso en la produccion mitocondrial de ROS y en el estrés oxidativo, y parte del
incremento en la longevidad maxima, que se observan durante la RD se deben a la

disminucion de la ingesta de una uUnica sustancia: la metionina.

Los estudios preliminares en los que se estudiaron los efectos de la restriccion de
metionina sobre el estrés oxidativo mitocondrial emplearon un modelo de restriccion isocalérica
de metionina al 80%, sustituyendo dicho aminoacido por glutamato; este protocolo dietético es
el que se sabe que incrementa la longevidad maxima en roedores de laboratorio; en cualquier
caso es necesario realizar trabajos adicionales para corroborar esta hipotesis y descartar el

posible papel de otros aminoacidos como responsables de los efectos de la RD.

Por ello, el primer objetivo fue confirmar que ocurre un descenso en la produccion
mitocondrial de ROS y en el estrés oxidativo durante la restriccién de metionina, para lo cual se
disenaron distintos experimentos. Se estudié el efecto de la restriccion del aminoacido
metionina sin compensarlo con glutamato para asi corroborar que los cambios observados no
se debian al incremento en los niveles de glutamato sino a la restriccibn de metionina. Los
primeros estudios se llevaron a cabo al 40 y 80% de restriccion y, a la vista de los resultados
obtenidos en este primer estudio en higado, se planted el estudio de la restriccion de metionina
al 40% en otros 6rganos: rifion y cerebro. El nivel de restriccion del 80% se eligié porque es el
que se empled en estudios previos de restriccion de metionina, mientras que el de 40% es el
nivel de restriccion que se aplica generalmente en la RD. Cada uno de los 6rganos elegidos
para el estudio tiene unas propiedades que les confieren especial interés: el higado es el
oérgano mas sensible a cambios metabdlicos y nutricionales, por lo que este protocolo dietético
probablemente tendra un efecto mas marcado en él que en otros tejidos; el cerebro se eligid
por su papel capital en el envejecimiento y por ser rico en células postmitéticas, que son las
mas afectadas por el envejecimiento; por ultimo, la eleccion del rindn como 6rgano de estudio
se debi6 a que, por una parte, nunca se ha estudiado a ningun nivel de restriccion de metionina
y, ademas, es importante porque los fallos en el rifidn son la principal causa de muerte en la
rata y se sabe que el exceso de proteina en la dieta ataca especificamente al rifién, aunque el

mecanismo a través del cual actua es desconocido.

Se estudié la tasa de produccion de radicales libres y su localizacion en la cadena de

transporte electrénico mediante el uso de distintos sustratos e inhibidores especificos de
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distintos segmentos de la cadena respiratoria, el consumo de oxigeno y el porcentaje de

escape de radicales libres en mitocondrias funcionales.

Asimismo, se estimo6 el efecto de la restriccion de metionina sobre la abundancia
relativa de los cuatro complejos I, Il, Il y IV de la cadena respiratoria mitocondrial, del regulador
maestro de la biogénesis mitocondrial PGC-1a, de la flavoproteina mitocondrial AIF, por su
probable implicacion en el ensamblaje / mantenimiento de los complejos respiratorios,

especificamente del complejo |, y de la proteina desacoplante UCP4.

El dafo oxidativo a proteinas parece jugar un papel determinante en el mantenimiento
de la homeostasis celular debido a la influencia sobre la funcionalidad de las enzimas celulares.
En base a esto, nos planteamos estudiar también el efecto de la restriccion de metionina sobre
el dafio oxidativo a proteinas mitocondriales mediante el analisis de marcadores especificos de
dafio oxidativo, lipooxidativo y glicooxidativo. Ademas, se propuso el estudio del dafio oxidativo
al ADN mitocondrial, mediante la cuantificacion de los niveles de 8-oxodG, dado el relevante

papel que parece jugar en los procesos de envejecimiento.

El grado de insaturacion de los acidos grasos, tanto a nivel tisular como mitocondrial,
correlaciona el estrés oxidativo con la longevidad maxima; asi pues, se analizé la composicion
lipidica de los distintos tejidos para establecer si la restriccion de metionina era capaz de

modular la susceptibilidad al estrés oxidativo.

Los resultados obtenidos en el primer objetivo, junto con otros previos, sugieren que la
restriccion de metionina disminuye el estrés oxidativo mitocondrial, pero para aclarar si todo el
efecto de la RD y de la restriccién de proteinas sobre dicho estrés oxidativo se debe al
descenso en la ingesta de metionina Unicamente, o si también colabora el descenso en la
ingestion de algun otro aminoacido, se propuso como segundo objetivo el estudio de la
restriccion al 40% de todos los aminoacidos de la dieta excepto la metionina sobre la
produccion mitocondrial de ROS, la fuga de radicales libres y respiracién en mitocondrias
funcionales bien acopladas, los niveles de dafo oxidativo en el ADN mitocondrial (8-oxodG) y en
las proteinas mitocondriales (glico-, lipo-, y oxidacion proteica), composicion completa en acidos
grasos, los niveles de los complejos respiratorios, asi como de los factores que inducen la
biogénesis mitocondrial PGC-1a. y NRF-2 en higado de rata, aspectos que nunca se han
estudiado hasta la fecha. Ademas, este experimento se us6 también para clarificar si los cambios
en las proteinas AIF y SIRT1 estan relacionados, o no, con la restriccion de otros aminoacidos
diferentes de la metionina. Para comprobar la constancia del metabolismo de la metionina en los
dos grupos experimentales, también se midieron dos metabolitos principales del ciclo de la
metionina: SAM y SAH. Los nucledtidos de adenina también se analizaron para comprobar los

efectos bioenergéticos de este tratamiento dietético a nivel tisular.
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Por otro lado, como se ha comentado en la seccién 6.2 de la introduccion, los ratones
de la cepa C57BL/6 sometidos a un régimen de RD siguiendo el método de alimentacion en
dias alternos EOD ofrecen un modelo animal uUnico que permite disociar la restriccion de
calorias del aumento de longevidad observado en la RD clasica, asi como disociar también los
descensos de insulina e IGF-1, tipicos de la RD, de dicho aumento de longevidad y su relacién
con la produccion de ROS y el estrés oxidativo mitocondrial. Por esto, como tercer y ultimo
objetivo se planted estudiar el efecto de la RD mediante el método EOD en higado de ratén
C57BL/6 sobre la produccion mitocondrial de ROS y los parametros relacionados con el
estrés oxidativo que se han comentado para el objetivo 1, excepto los niveles de UCP4; en su
lugar, se analizaron los niveles de UCP2 para comprobar la posibilidad de que los cambios en

la generacion mitocondrial de ROS se deban a un leve desacoplamiento mitocondrial.

Los objetivos que se exponen en la presente tesis doctoral contribuiran a esclarecer las
vias a través de las cuales actua la RD en la modulacion de la velocidad de envejecimiento de
los mamiferos, y a posibilitar aumentos futuros de la longevidad maxima humana (con calidad
de vida y reduciendo la incidencia de las enfermedades degenerativas) gracias a la aplicacion
de distintos protocolos dietéticos, y mediante la modificacidn (isocaldrica) de proteinas o incluso

de una Unica molécula en la dieta: la metionina.
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Materiales y Métodos

Diseno experimental

1. ESTUDIO DE LA RESTRICCION DE METIONINA Y AMINOACIDOS SOBRE EL
ESTRES OXIDATIVO MITOCONDRIAL EN LA RATA WISTAR

- Modelo 1.1. Restricciéon de metionina al 40 y 80% en higado

= Dietas

Las dietas fueron preparadas en el Instituto de Nutricion de la Universidad de Granada,
por el equipo de investigacion supervisado por el Dr. Quiles. Estas dietas semisintéticas e
isoenergéticas fueron preparadas de acuerdo con el criterio AIN 93 pero con modificaciones
relacionadas con la composicién de aminoacidos. La composicion detallada de los 3 tipos de

dieta empleados en este estudio se muestra en la Tabla 2.

La dieta del grupo control tenia la composiciéon de la dieta AIN 93G (de crecimiento).
Las dietas restringidas en metionina diferian de la dieta control en el contenido en metionina:
0,17% en el grupo restringido en metionina al 80% (grupo 80% RMet) o 0,516% en el grupo
restringido al 40% (grupo 40% RMet) en lugar del 0,86% de metionina en el grupo control.
Estos descensos en el contenido en metionina se compensaron con incrementos en todos los
demas componentes de la dieta en proporcion directa a su abundancia en la dieta control
(Tabla 2). Con este procedimiento, las cantidades ingeridas por dia de todos los componentes

de la dieta, excepto de metionina, fueron casi idénticas en los tres grupos experimentales.

Tabla 2. Composicion detallada de los 3 tipos de dieta usadas en este estudio.

Componente Control (g/100g) 40% RMet (g/100g) 80% RMet (g/ 100g)
L-Arginina 1,12 1,124 1,128
L-Lisina 1,44 1,445 1,450
L-Histidina 0,33 0,331 0,332
L-Leucina 1,11 1,114 1,118
L-Isoleucina 0,82 0,823 0,826
L-Valina 0,82 0,823 0,826
L-Treonina 0,82 0,823 0,826
L-Triptéfano 0,18 0,181 0,181
L-Metionina 0,86 0,516 0,172
Acido L-glutamico 2,70 2,709 2,719
L-Fenilalanina 1,16 1,164 1,168
L-Glicina 2,33 2,338 2,346
Dextrina 5,00 5,017 5,035
Almidén de maiz 43,61 43,762 43,911
Sacarosa 20,0 20,069 20,139
Celulosa 5,0 5,017 5,035
Bitartrato de colina 0,2 0,201 0,201
Mezcla de vitaminas (AIN) 1,0 1,003 1,007
Mezcla de minerales (AIN) 3,5 3,512 3,524
Aceite de maiz 8,0 8,028 8,056
Total 100 100 100
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= Grupos experimentales

30 ratas Wistar macho de 7 semanas de edad se dividieron en 3 grupos: control,

restringido en metionina al 40% (40% RMet) y restringido en metionina al 80% (80% RMet).

El tratamiento dietético durd 7 semanas y, durante ese periodo, se midio diariamente la
ingesta media de todos los animales y, semanalmente, su peso corporal. Los animales
controles y 40% RMet recibieron la misma cantidad de alimento por dia que los animales del
grupo 80% RMet habian comido como media la semana anterior (pair feeding). De este modo

se evitd confundir los efectos de la restriccion de metionina con los de la restriccion de calorias.

- Modelo 1.2. Restriccion de metionina al 40% en cerebro y rifidn

= Dietas

Para este estudio se utilizaron dietas semipurificadas preparadas por MP Biochemicals
(Irving, CA, USA), e importadas por MP Biolink (Barcelona), que incluian una mezcla de

aminoacidos en lugar de proteina y cuya composicion exacta se muestra en la Tabla 3.

En la dieta restringida en metionina, el contenido de este aminoacido se redujo en un
40% respecto al de la dieta control (0,86% en metionina). El descenso de metionina de la dieta
del grupo restringido (0,34% en términos absolutos) se compenso6 con un aumento conjunto de
un 0,34% en todos los demas componentes de la dieta, distribuido en proporcion a su
presencia porcentual en dicha dieta. Con este procedimiento el contenido en todos los
componentes de la dieta, exceptuando la metionina, fue practicamente idéntico en las dos

dietas experimentales.
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Tabla 3. Dietas control y restringida en metionina al 40% (RMet).

Componente Control (g / 100g) RMet (g / 100g)

1
L-Arginina 1,12 1,124
L-Lisina 1,44 1,445
L-Histidina 0,33 0,331
L-Leucina 1,1 1,114
L-Isoleucina 0,82 0,823
L-Valina 0,82 0,823
L-Treonina 0,82 0,823
L-Triptéfano 0,18 0,181
L-Metionina 0,86 0,516
Acido L-glutamico 2,70 2,709
L-Fenilalanina 1,16 1,164
L-Glicina 2,33 2,338
Dextrina 5,00 5,017
Almidén de maiz 31,80 31,93
Sacarosa 31,80 31,93
Celulosa no nutritiva 5,0 5,017
Bitartrato de colina 0,2 0,201
Mezcla de vitaminas AIN 93G 1,0 1,003
Mezcla de minerales AIN 93G 3,5 3,512
Aceite de maiz 8,0 8,028
Total 100 100

= Grupos experimentales

Cada uno de los dos grupos experimentales: control y restringido en metionina al 40%
(RMet) lo conformaron 8 animales, ratas Wistar macho de 7 semanas de edad al inicio del

experimento.

El tiempo de restriccion fue de 7 semanas; la restriccion de metionina se realizd con
pesada diaria del alimento, suministrandole a los animales controles la misma cantidad de dieta
que los animales del grupo RMet habian ingerido como media la semana anterior (pair
feeding), para evitar de esta manera la confusion entre los efectos de la restriccion de calorias

y los de la de metionina.

Modelo 1.3. Restriccion de todos los aminoacidos de la dieta al 40% excepto

metionina en higado

= Dietas
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La restriccion dietética se realizd6 mediante dietas semipurificadas preparadas por MP
Biochemicals (Irving, CA, USA), importadas por MP Biolink (Barcelona). Las dietas contenian
una mezcla de aminoacidos en lugar de proteina. Su composicion detallada se muestra en la
Tabla 4.

La dieta de los animales controles fue una dieta AIN 93G del Instituto de Nutricion de
los Estados Unidos (American Institute of Nutrition, AIN), en la que estaban presentes todos los
aminoacidos principales que forman las proteinas animales. La dieta del grupo experimental
(RAAS) fue la misma pero con un 40% menos de todos los aminoacidos exceptuando la

metionina, que se mantuvo al mismo nivel en las dos dietas.

El descenso porcentual en aminoacidos de la dieta experimental se compensoé
aumentando el porcentaje de carbohidratos (almidon de maiz), ya que por estudios previos
sabemos que este componente no afecta a los parametros a estudiar ni a la longevidad (Sanz
et al., 2006c). Todos los demas componentes de la dieta, aceite de maiz, sacarosa, dextrina,
bitartrato de colina, y mezclas de vitaminas y minerales, se mantuvieron exactamente al mismo

nivel en ambas dietas.

Tabla 4. Dietas control y restringida en aminoacidos excepto metionina (RAAS).

Componente Control (g / 100g) RAAS (g / 1009g)
L-Arginina 1,12 0,672
L-Lisina 1,44 0,864
L-Histidina 0,33 0,198
L-Leucina 1,11 0,666
L-Isoleucina 0,82 0,492
L-Valina 0,82 0,492
L-Treonina 0,82 0,492
L-Triptéfano 0,18 0,108
L-Metionina 0,86 0,86
Acido L-glutdmico 2,70 1,620
L-Fenilalanina 1,16 0,696
L-Glicina 2,33 1,398
L-Cistina 0,34 0,204
L-Prolina 0,24 0,204
L-Tirosina 0,34 0,204
Acido L-Aspartico 0,34 0,204
L-Alanina 0,34 0,204
L-Serina 0,34 0,204
L-Asparagina 0,60 0,360
Dextrina 5 5
Almidén de maiz 40,97 47,158
Sacarosa 20 20
Celulosa no nutritiva 5 5
Bitartrato de colina 0,2 0,2
Mezcla de vitaminas AIN 93G 1 1
Mezcla de minerales AIN 93G 3,5 3,5
Aceite de maiz 8 8
Total 100 100
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= Grupos experimentales

Cada grupo estuvo formado por 8 ratas Wistar macho de 7-8 semanas de edad al inicio

del periodo experimental.

La exposicién a las dos dietas isocaldricas se mantuvo durante 7 semanas. Durante
dicho periodo los animales controles recibieron diariamente la misma cantidad de alimento que
los restringidos en aminoacidos habian ingerido como media la semana anterior (pair feeding),

para evitar la confusion entre los efectos de la restriccion de calorias y la de aminoacidos.

Tabla 5. Disefio experimental (Objetivo 1).

ESTUDIO QE LA ESTUDIO QE LA ESTUDIO QE LA
RESTRICCION DE RESTRICCION DE RESTRIC,CION DE
METIONINA’AL a0Y METIONINA AL 40"/9 EN AMINOACIDOS
80% EN HIGADO CEREBRO Y RINON (EXCEPTO METIONINA)
AL 40% EN HIGADO
Grupo
experimental Control 40% RMet 80% RMet Control RMet Control RAAS
n() (10) (10) (10) (8 (8 (8 (8
Tratamiento | Aimenacin Restiootn de Resticende | Almentacn | Resticagnde | Aimentadinad - Resticeio ce
40% 80% (excepto
metionina) al
40%
Tejido Higado Cerebro, Rifion Higado
Periodo 7 semanas 7 semanas 7 semanas
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2. ESTUDIO DEL MODELO DE RESTRICCION DE DIETA EOD SOBRE EL
ESTRES OXIDATIVO MITOCONDRIAL EN HIGADO DE RATON C57BL/6

En este estudio la manipulacién dietética se llevd a cabo mediante alimentacion ad
libitum (grupo control) o ayuno en dias alternos en el grupo experimental (grupo EOD). Los
animales controles recibieron ad libitum todos los dias una dieta estandar de crecimiento para
rata / ratéon, mientras que los animales pertenecientes al grupo EOD recibieron la misma dieta
ad libitum seguida de ayuno el dia siguiente, repitiéndose este patrén durante todo el
experimento. Los ratones empleados pertenecian a la cepa C57BL/6. ya que este modelo
animal unico permite disociar la restriccion de calorias del aumento de longevidad en la
restriccion dietética EOD, asi como disociar también los descensos de insulina e IGF-1, tipicos
de la RD, del mencionado aumento en la longevidad y su relacion con la produccién de ROS y

el estrés oxidativo mitocondrial.

Cada grupo (control y EOD) estuvo compuesto por 14 ratones (grupos duplicados para

tener cantidad suficiente de muestra para todas las determinaciones que se llevaron a cabo).

Tabla 6. Disefio experimental (Objetivo 2).

MODELO DE RESTRICC'I()N DE DIETA MEDIANTE
AYUNO EN DIAS ALTERNOS
Grupo experimental Control EOD

n () (14) (14)

Tratamiento Alimentacion ad Ayuno en dias alternos
libitum (Every Other Day feeding)
Tejido Higado
Periodo 7 semanas

experimental
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En la siguiente tabla se indican, de modo muy general, los parametros que se
estudiaron en la presente tesis doctoral, y que se describen con detalle en la seccién de

métodos.

Tabla 7. Resumen de la metodologia.

Respiracion y
biogénesis mitocondrial

Producciéon de ROS y
factores prooxidantes

Marcadores de dano
oxidativo a
macromoléculas

- Respiracion en Estado 4
- Respiracion en estado 3

- Indice de control respiratorio
(RCR)

- Cantidad relativa de los
complejos I, II, Il y IV

- PGC-1a, AIF, UCP-24,
NRF-2, SIRT1

- Produccion mitocondrial de
ROS

- Fuga de Radicales Libres
(%FRL)

- Analisis de la composicién
de acidos grasos e indices
relacionados

- 8-oxodG en el ADN
mitocondrial

- CML y CEL en proteinas

- GSA y AASA en proteinas

- MDAL en proteinas
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Materiales

1. EQUIPO INSTRUMENTAL

Agitador magnético P SELECTA Agimatic E 7002431

Agitador REAX TOP Heidolph

Agitador Vortex P SELECTA Heidolph reax 2000

Balanza de precision METTLER TOLEDO AB54

Balanza electrénica AND EW-600A

Bomba para HPLC GILSON 305 con médulo nanométrico 805
Campana de extraccion

Centrifuga 32R HETTICH ZENTRIFUGEN

Centrifuga modelo 5702R, Eppendorff

Centrifuga HERAUS MULTIFUGE 1S-R Thermo

Centrifuga refrigerada SORBALL INSTRUMENTS RC5C GIRAL
Centrifuga SPD121P Thermo Electron Corporation

Columna analitica C18 4,60 mm (25 cm) (Phenomenex-komasil)
Columna de HPLC Mediterranea Seaig 5 ym % 0,46 cm x 25 cm TEKNOKROMA
Columna de HPLC Ultraesphere ODS 5 um x 4,6 mm x 25 cm BECKAMN
Columna Capilar SP2330 30 m x 0,25 mm % 0,20 um

Columna Capilar 30m HP-5MS 30 m x 0,25 mm % 0,25 um
Columna de extraccién en fase solida C-18 de 1 ml SUPELCO
Columna de intercambio ibnico DOWEX-50W

Congelador de —80° C FORMA SCIENTIFIC 823

Cromatégrafo de gases 7890A Agilent Technologies
Cromatoégrafo de gases HEWLETT-PACKARD 6890 Serie Il
Destilador de agua BIBBY MERIT

Detector electroquimico Coulochem Il ESA

Detector selectivo de masas HEWLETT-PACKARD 5973A
Detector UV para HPLC BIO-RAD UV-1806

Electrodo y medidor de oxigeno ESD modelo 600 HANSATECH
Eppendorfs Whatman 0,22 um de diametro de poro MILLIPORE
Equipo de analisis de imagenes ChemiDoc Bio-Rad
Espectrofotémetro de masas HEWLETT-PACKARD 5973A
Espectrofotémetro GENEQUANT Amersham Biosciences
Espectrofotémetro MILTON ROY Spectronic 601-C
Espectrofotdmetro UV-visible UV-160A SHIMADZU

Evaporador N-evap Model 111 Organomation Assoc

Filtros de 0,45 um de diametro de poro MILLIPORE

Fluorimetro PERKIN ELMER LS 50B

HPLC Agilent Technologies Serie 1200

Homogeneizador mecanico WHEATON INSTRUMENTS
Homogeneizadores vidrio-teflon de 5 y 2 ml POBEL
Homogeneizador vidrio-vidrio de 60 ml ALAMO

Jeringa de cristal de 20 ml con aguja de 10 cm RUTHE
Membrana de didlisis Servapor (25 amnstrongs) de 29 mm de diametro SERVA
Membrana de transferencia Immobilion-P IPVYH00010, MILLIPORE
Microcentrifuga BIOFUGE 13 HERAEUS

Mili Q Gradient A10 Milipak 40, MILLIPORE

Multiagitador magnético con placa térmica SBS A-08

Papel para electrotransferencia de gel 10426996 WHATMAN

pH / mV-metro CRISON BASIC 20

Pipetas automaticas GILSON

Placa Térmica P SELECTA S INVESTER

Programa de integracion GILSON

Programa Statgraphics Plus 4.0

Sistema de electroforesis de minigeles Mini-Protean Tetra Cell BIO-RAD
Sistema de transferencia en submarino BIO-RAD
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Sistema de vacio universal UVS400A Thermo Electron Corporation
Termostatizador con agitacion MEMMERT

Termostatizador P SELECTA tectron 3000543

Termostato de bloque metalico Tembloc SELECTA

Vibrador de brazo oscilante Vibromatic-384

2. PRODUCTOS QUIMICOS

Acetato potasico (Sigma, P-5708)

Acetato sddico (Merck, TA564567 929)

Acetil cloruro (Fluka, 00990)

Acetonitrilo (Panreac, 221881)

Acido acético glacial (Panreac, 141008)

Acido clorhidrico (Merck, K20520017 403)

Acido clorhidrico 37% (Sigma, 25814-8)

Acido fosférico (Merck, K29868563 146)

Acido glutamico (Sigma, G-1251)

Acido heptanosulfénico (Sigma, H2766)

Acido homovalinico (Sigma, H-1252)

Acido malico (Sigma, M-9138)

Acido ortofosférico (Fluka, 79607)

Acido piravico (Sigma, P-8574)

Acido tricloroacético (Sigma, T9159)

Acido trifluoroacético (Sigma, T8258)

Acrilamida / Bisacrilamida, 30% (37,5:1) (Bio-Rad)

Adenosina difosfato (Sigma, A-2754)

Acido tricloroacético (Sigma, T9159)

Agua HPLC (Scharlau, AG-0001)

Albumina sérica bovina (Sigma, A-7034)

Alcohol isoamilo (Merck, K22601379 604)

Alcohol metilico para HPLC (CARLO EBRA, 412722)

Anticuerpo anti-Bactina (A5441 , Sigma)

Anticuerpo anti-AlF (Sigma, A7549)

Anticuerpo anti-Complejo |, subunidad 39KDa NDUFAO9 (Invitrogen, A21344)
Anticuerpo anti-Complejo | subunidad 30KDa NDUFS3 (Invitrogen, A21343)
Anticuerpo anti-Complejo Il subunidad 70KDa (Invitrogen, A11142)
Anticuerpo anti-Complejo 1l subunidad Core Il (Invitrogen, A11143)
Anticuerpo anti-Complejo 1l subunidad FeS (Invitrogen, A21346)
Anticuerpo anti-Complejo IV subunidad COX | (Invitrogen, A6403)
Anticuerpo anti-Complejo IV subunidad COX IV (Invitrogen, A21347)
Anticuerpo anti-NRF2 (H-300) (Santa Cruz Biotechnology, SC13032)
Anticuerpo anti-Porina mitocondrial (Invitrogen, A31855).
Anticuerpo anti-PGC-1 (Cayman Chemical, 101707)

Anticuerpo anti-PGC-1 (Santa Cruz Biotechnology, SC13067)
Anticuerpo anti-SIRT1 (Abcam, AB28170,)

Anticuerpo anti-UCP2 (Abcam, AB32592)

Anticuerpo anti-UCP4 (Santa Cruz Biotechnology, SC17582)
Antimicina A (Sigma, A-8674)

Borhidruro de sodio (Sigma, S-9125)

Buffer TRIS / Glicina / SDS 10x (Bio-Rad, 161-0772)

Cloroformo (Panreac, 141252 1612)

Cloruro de magnesio (Sigma M-0250)

Cloruro de sodio (Panreac, 121659)

Cloruro de zinc (Merck, B286816 909)

Cloruro potasico (Sigma, P-4504)

Colato sédico (Sigma, C-6445)

2’-Deoxiguanosina (Sigma, D-7145)

Diclorometano (Sigma, D-6156-3)

Dihidrogenofosfato de potasio (Sigma, P-0662)

Dihidrogenofosfato de sodio (Panreac, 121677)
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Disulfuro de carbono (Sigma, 27066-0)

Dodecilsulfato sédico (Sigma, L-4509)

EDTA-Na; (Sigma, E-1644)

EGTA (Sigma, E-4378)

Etanol, grado HPLC (Panreac, 361086)

Ficoll (Sigma, F-4375) (cerebro)

Fosfatasa alcalina de intestino de ternera (Sigma, P-5521)
Fosfato dipotasico (Panreac, 141512)

Fosfato monopotasico (Panreac, 141509)

Glicerina (Panreac, 142329)

Glicina (Merk, 1.04201.0100)

Glicina ultrapura, grado MB (USB Corporation, 16407)
Glucosa (Sigma, G-8270)

Glucosa oxidasa (Sigma, G-0543)

Hepes (Sigma, H-3375)

8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (Sigma, H-5653)
Hidréxido de potasio (Fluka, 60369)

Hidroxido de sodio (Panreac, 141687)

Helio (Carburos metalicos)

1-Hexanol (Fluka, 52830)

Isopropanol (Scharlau, AL0315)

Kit de ensayo de Bioluminiscencia de ATP (Sigma, FL-AA)
Lauril sulfato (Sigma, L-5750)

Manitol (Sigma, M-4125)

Metanol (Panreac, 361091)

Nitrégeno (Air liquid)

Nucleasa P1 de Penicillium citrinum (Sigma, N8630)
Pentano 98% (Sigma, 15894-1)

Perclorato sédico (MercOk, A170664 934)

Peroxidasa de rabano (Roche, 10342063)

RNAsa de pancreas bovino (Roche, 10 109 126 001)
Rotenona (Sigma, R-8875)

Sacarosa (Sigma, S-9378)

S-adenosilhomocisteina (Sigma, A9384)
S-adenosilmetionina (Sigma, A2408)

Sal disddica d’adenosina 5’-trifosfato (Sigma, A-3377)
Sal sédica de adenosina 5'-difosfato (Sigma, A-5638)
Sal sédica de adenosina 5’-monofosfato (Sigma, A-1752)
Sulfato de cobre (Probus)

Superdxido dismutasa (Sigma, S-8160)

Sustrato quimioluminiscente de la HRP (Millipore)
Tetraborato de sodio (Sigma, B-0127)

Tris (Sigma, T-6791)

Tris(hidroximetil)Jaminometano ultrapuro grado MB (USB Corporation, 75825)
TTFA (Sigma, T-9888)

. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

w

Para todos los experimentos del estudio 1 se utilizaron ratas Wistar (Rattus
norvegicus) suministradas por el animalario de la Facultad de Biologia de la Universidad

Complutense de Madrid que contaban con 7-8 semanas al inicio de la experimentacion.

Para el estudio 2 se emplearon ratones (Mus musculus) de la cepa C57BL/6 de 7
semanas de edad al inicio del experimento, procedentes de los Laboratorios Charles River. En
esta cepa concreta, y no en otras de ratas y ratones, el animal come casi el doble el dia

posterior a cada dia de ayuno; debido a esto, no sufre una disminucion importante en la ingesta
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caldrica, no reduce su peso ni su tasa de crecimiento, y no descienden los niveles de insulina e
IGF-1 en plasma en comparacién con los controles (cambios todos ellos tipicos de la RD
clasica y en otros roedores sometidos a restriccion de dieta con el método EOD) (Anson et al.,
2003). A pesar de ello, esta cepa de ratones también experimenta un aumento de longevidad
maxima parecido al de los roedores sometidos a RD clasica (reduccion del 40% de la ingesta

de alimento y por tanto de las calorias ingeridas) (Goodrick et al., 1990).

Todos los animales fueron enjaulados individualmente, y se mantuvieron en
condiciones SPF bien en el animalario de la Facultad de Biologia (Estudio 1) o bien en el de la
Facultad de Medicina (Estudio 2), bajo condiciones controladas de temperatura (22 + 2° C),

humedad relativa (50% £ 10%) y ciclo invertido luz:oscuridad (12:12 horas).

Todos los animales se pesaron a su llegada al animalario y semanalmente durante el
periodo experimental. El agua de bebida fue suministrada ad libitum y la comida fue

administrada diariamente 1 hora antes de comenzar la fase oscura.

En todos los casos se usaron animales macho para evitar interferencias de los ciclos

de las hormonas sexuales en las hembras.

Para evitar los efectos depresores de los anestésicos sobre el grado de acoplamiento
de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, todos los animales se sacrificaron sin emplear para
ello ningun tipo de anestesia, por decapitacion en el caso de las ratas, y por dislocacién

cervical en el de los ratones.

El tiempo de experimentacion se mantuvo durante 7 semanas en todos los estudios,
ya que sabemos por estudios anteriores que la restriccion de calorias (clasica al 40%), de
proteinas al 40%, y de metionina al 80% disminuyen la produccion de ROS y el dafio oxidativo
a macromoléculas, incluyendo el ADN mitocondrial, a las 7 semanas de experimentacion en
ratas Wistar de 250-350 gramos (Gredilla et al., 2001a, Sanz et al., 2004, 2006a).

Concluido el tiempo de experimentacion, los roedores fueron sacrificados (2 por dia, de
diferentes grupos experimentales, durante dias consecutivos) y los tejidos elegidos para el
estudio (higado para los estudios 1.1, 1.3 y 2, y cerebro y rifién para el estudio 1.2) fueron
procesados de inmediato para medir la respiracion mitocondrial y la producciéon mitocondrial de
ROS, congelandose una proporcién de los mismos en nitrégeno liquido y manteniéndolos a -

80° C para el ensayo de los restantes parametros bioquimicos.
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Métodos analiticos

1. PRODUCCION MITOCONDRIAL DE ROS, CONSUMO DE OXIiGENO Y FUGA
DE RADICALES LIBRES

1.1. Aislamiento de mitocondrias funcionales de:

- Higado y rifién

Para aislar mitocondrias funcionales a partir de higado de rata (Estudios 1.1 y 2), dicho
oérgano se proceso de inmediato tras el sacrificio del animal segun el método de Gredilla et al.
(2001a; Figura 4a).

De este modo, el higado se extrajo y se deposité en medio de aislamiento con EDTA
(manitol 210 mM, sacarosa 70 mM, Hepes 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7,35) congelado, donde se

aclard bien para quitar la grasa de alrededor y se troceo.

Posteriormente se homogeneizé en 60 ml del mismo medio de aislamiento y se repartio
en dos tubos para ser centrifugado a 1000g durante 10 minutos y eliminar, de esta forma, los
nucleos y restos celulares junto con el pellet. A continuacion se filtraron los sobrenadantes a
otros tubos y se centrifugaron de nuevo a 10000g otros 10 minutos. Se eliminaron tanto el
sobrenadante como la grasa que quedd en las paredes de los tubos, y los pellets se
resuspendieron en 40 ml del mismo medio de aislamiento pero sin EDTA. Se llevé a cabo otra
centrifugacion de 10 minutos de duracion a 1000g, el sobrenadante se pasé a otro tubo y se
centrifugé otros 10 minutos a 10000g. Finalmente, el pellet mitocondrial obtenido se

resuspendio en 1 ml de medio de aislamiento (sin EDTA).

Cuando las mitocondrias se aislaron a partir de rindn de rata (Estudio 1.2) y de higado
de ratén (Estudio 2) el protocolo a seguir fue el mismo, pero afiadiendo la mitad del volumen de
los medios de aislamiento en todos los pasos (los volimenes se muestran entre paréntesis en

la Figura 4a).

- Cerebro

El aislamiento de mitocondrias de cerebro se llevd a cabo por el método de Lai y Clark
(1979), extrayendo una poblacion de mitocondrias libres no sinapticas por centrifugacion en
gradiente discontinuo de Ficoll (Figura 4b).
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Una vez decapitado el animal, el cerebro se extrajo con rapidez, se lavo bien y se
troced. Se homogeneizé con 35 ml de medio de aislamiento (sacarosa 0,25 M, EDTA 0,5 mM,
Tris 10 mM, pH 7,4 y 4° C) con émbolo ajustado vidrio-vidrio. Se centrifugé a 2000g durante 3
minutos y se tomd el sobrenadante sobre el que se repiti6 la centrifugacion. El nuevo
sobrenadante se centrifugd a 12500g durante 8 minutos. Se elimind el sobrenadante y el
sedimento resultante (fraccién mitocondrial cruda) se resuspendié en 6 ml de Ficoll al 3%.
Mediante carga inferior, se depositaron 25 ml de Ficoll al 6% teniendo especial cuidado de no
mezclar las distintas fases. Se centrifugd a 11500g durante 30 minutos y el sobrenadante se
elimin6 bruscamente para eliminar con él la parte superior blanquecina y blanda del sedimento.
Este se resuspendié en 5 ml de medio de aislamiento y se centrifugé a 11500g durante 10
minutos. Se elimind el sobrenadante, y el sedimento se resuspendié en 1 ml de medio de

aislamiento.

El Ficoll 450 fue dializado en una membrana de didlisis Servador, de 29 mm de
diametro y un tamafio de poro de 25 amstrongs. Se prepar6 Ficoll al 30% en agua destilada y
se dializé frente a agua destilada durante 24 horas a 5° C, realizando el cambio de agua cada
12 horas. El Ficoll, una vez dializado, se diluyd al 6% y se mantuvo a 5° C para su posterior

utilizacion.
El medio de Ficoll al 6% contenia 6% (p/v) de Ficoll, manitol 0,24 M, sacarosa 60 mM,

K*-EDTA 50 uM y Tris-HCI 10 mM, a pH 7,4. El medio de Ficoll al 3% era medio de Ficoll al 6%

diluido 1:1 con agua destilada y el pH ajustado a 7,4.
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PREPARACION DE MITOCONDRIAS

a) HIGADO (RINON) b) CEREBRO
Extraccion, limpieza y troceado Extraccion, limpieza y troceado
* Homogeneizacion en 60 ml (30 ml) de * Homogeneizacion en 35 ml de medio
medio de aislamiento de aislamiento
*1000g x 10 min *2000g x 3 min
| Sedimento Sobrenadante
Sedimento Sobrenadante * 12500g x 8 min

*Filtrado
*10000g x 10 min

Sedimento fraccion
| | mitocondrial cruda

Sedimento Sobrenadante * * Resuspension en 3% Ficoll (6 ml)

* Resuspension en 40 ml (20 ml) m. aislamiento
*1000g x 10 min

Sobrenadante

| | 3% Ficoll
Sedimento Sobrenadante 6% Ficoll
*Filtrado
*10000g x 10 min | * 11500g x 30 min
i Sedimento Sobrenadante
Sedimento Sobrenadante
* Resuspension en 35 ml m. aislamiento
| * 11500g x 10 min
* Resuspension en 1 ml (0,5 ml) de medio | |
de aislamiento
Sedimento Sobrenadante

* * Resuspension en 1 ml de medio de aislamiento

Mitocondrias Mitocondrias no sinapticas

Figura 4. Aislamiento de mitocondrias a partir de: a) Higado y rifién de roedor (Gredilla et al., 2001a); b)
cerebro de rata (Lai y Clark, 1979).

Todos los procedimientos descritos se llevaron a cabo en frio (4° C).

Tras esto se estimo la concentracion de proteina mitocondrial conseguida a partir de
las muestras de higado o cerebro mediante el método del Biuret. Una vez calculada dicha
concentracion, las suspensiones mitocondriales, mantenidas en hielo en todo momento, se
utilizaron en no mas de dos horas para medir el consumo de oxigeno y la produccién

mitocondrial de H,0..
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1.2. Valoracion de proteina mitocondrial

La valoracion de proteinas se realizé por el método del Biuret (Gornall et al., 1949),
técnica colorimétrica donde la intensidad del color es directamente proporcional a la

concentracién de proteina.

El color lo proporciona el sulfato cuprico, que se une especificamente a los enlaces
peptidicos de las proteinas expuestos tras la desnaturalizacion que genera el colato sddico.
Para la formacion de los complejos proteina-Cu es necesario un medio con pH alcalino,

proporcionado por el NaOH que se ainade a la reaccion.

Para el ensayo se dispuso de un blanco con 500 ul de agua destilada y tres estandares
con 450, 400 y 300 pl de agua destilada y 50, 100 y 200 ul de albumina sérica bovina (de una
solucién 10 mg / ml guardada a -20° C) respectivamente. Los tubos con muestra contenian 40
pI de suspensién mitocondrial y 460 ul de agua destilada'®. A cada tubo se le afadieron: 200 pl
de Na-colato al 4%, 2 ml de NaOH al 10% y 300 yl de CuSQO, al 1%. Tras ser agitados se
incubaron 15 minutos a temperatura ambiente y se midié la absorbancia a 540 nm en el

espectrofotdmetro respecto a los blancos.

Para el calculo de las concentraciones proteicas se utilizé la siguiente recta de

regresion, construida a partir de los datos de los estandares:

donde:
[Proteina] (mg) = DO-a DO = absorbancia de la muestra
b a = punto de interseccion con el eje de las X
b = pendiente de la recta de regresion

Se realiz6é una curva patron de medida cada dia; se comprobd que el coeficiente de
regresion fuera cercano a 0,9999, y se calculd la concentracién de proteina mitocondrial

haciéndose la media de los tubos con mitocondrias de la misma fraccion aislada.

'8 Todos los tubos se ensayaron por duplicado.
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1.3. Consumo de oxigeno mitocondrial

Las medidas de consumo de oxigeno mitocondrial se realizaron a 37° C mediante un
electrodo de oxigeno tipo Clark controlado por ordenador. Este electrodo consiste en un catodo
de platino que se mantiene a un potencial de -0,7 mV con respecto a un electrodo de Ag-AgCl,
empleado de referencia. El electrodo esta recubierto por una fina membrana de polietileno
permeable al oxigeno. Durante el ensayo, el oxigeno presente en la mezcla de reaccién
adyacente a la superficie del catodo se reduce a agua, dando lugar a un gradiente de difusion
entre el electrodo y la mezcla de reaccion. Sin embargo, sélo una pequefia proporcion del
oxigeno presente en el medio de reaccién es consumido por el catodo, siendo la mayor parte
de éste utilizado por las mitocondrias. La membrana no permite el paso de las sustancias del
medio de reaccion (a excepcion del oxigeno) ya que pueden dafiar el electrodo alterando su
naturaleza electroquimica. Para evitar la formacion de gradientes de oxigeno disuelto y el
depdsito de sustancias disueltas en la mezcla de reaccion sobre la membrana, pudiendo
interferir en la medida, se us6 un agitador magnético. Regularmente el electrodo se calibré con

nitrégeno.

Estos ensayos se llevaron a cabo a partir de la suspensién mitocondrial obtenida tras
calcular, mediante el método del Biuret, la cantidad de proteina mitocondrial presente en dicha
suspension; conocida dicha concentracién, se afadid a la mezcla de reaccidon el volumen
necesario para tener la concentracion 6ptima de mitocondrias en cubeta, que para el higado y

el cerebro es de 3-4 mg / ml.

Se valoraron el estado 4 (consumo de oxigeno en estado no fosforilante) y el estado 3
(consumo de oxigeno en estado fosforilante) con la adicién de ADP 500 uM. Posteriormente se
calculo el indice de control respiratorio (RCR) como medida de acoplamiento mitocondrial. Este
parametro indica si las mitocondrias estan o no en buen estado funcional. Un RCR alto indica la
presencia de mitocondrias bien acopladas y poco dafiadas en el proceso de aislamiento (Barja,
1999b).

El aparato se calibré cada vez que fue necesario cambiar la membrana de polietileno.
Para esto de dej6 la camara de medida abierta con 1 ml de agua destilada. Cuando se
estabilizd la medida se ajustd el 0 de oxigeno desplazandolo con nitrégeno. Asimismo, cada
dia se realizé una deriva (indice del consumo de oxigeno por el electrodo en ausencia de

mitocondrias) antes de realizar las pruebas, para restarla después a las mismas.

Cada prueba se realizé con un volumen total de 0,5 ml de los cuales:

X" volumen de suspension mitocondrial (en funcion de la concentracion de proteina
obtenida).
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- 10 pl de sustrato. Los sustratos empleados se afiadieron a partir de concentraciones

iniciales de piruvato-malato (125 mM cada uno), glutamato-malato (125 mM cada uno),

glutamato-succinato (125 mM y 250 mM, respectivamente) y succinato (250 mM).

- 10 pl de ADP 25 mM (inicial).

- 10 pl del inhibidor rotenona (100 pM inicial), cuando se empled succinato como sustrato.

- Hasta 0,5 ml se completé con medio de incubacién con albumina, formado por KCI 145
mM, MgCl, 3 mM, PO4H.K 5 mM, HEPES 30 mM, EGTA 0,1 mM y albimina de suero
bovino al 0,1%, a pH 7,4 y 37° C (Barja, 1999b).

Se realizaron medidas en estado 4 para cada uno de los sustratos y, una vez obtenida

una pendiente suficiente en estado no fosforilante (estado 4), se afiadié ADP para determinar el

consumo en estado 3, tal como se muestra en la Figura 5.

Adicién de medio, suspension
de mitocondrias y sustrato

Adiciéon de
ADP

l

Medida del VO, en
estado 4

l

Medida del VO, en
estado 3

Progreso del ensayo

v

Figura 5. Progresion de un ensayo para la medicion del consumo de oxigeno.

Para realizar los calculos se empled la siguiente formula:

nmoles O, / min x mg proteina =

A-B

2xC

donde:

A = pendiente de la prueba (mmoles O, / min x ml).

B = pendiente de la deriva (mmoles O, / min x ml).

C = concentracion de proteina en cubeta.
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Asi se obtuvieron los nmoles de O, por minuto y mg de proteina en estado 4 y 3. El
RCR se calculé como el consumo mitocondrial de oxigeno en estado 3 dividido por el consumo

en estado 4:

VO, en estado 3

RCR =
VO, en estado 4

1.4. Produccion mitocondrial de ROS

La produccidon mitocondrial de radicales libres se estimé mediante una técnica
fluorimétrica de determinacién de perdxido de hidrogeno (H.O.,) (Ruch et al., 1983) adaptada a

mitocondrias (Barja, 2002).

La técnica esta basada en la oxidacién del acido homovalinico por reaccion con el H,O,
en presencia de peroxidasa de rabano, dando lugar a la formacion de un dimero fluorescente;

la fluorescencia emitida por dicho dimero es lo que detecta este método.

Las medidas de fluorescencia (excitacion: 312 nm, slit 5 nm; emisién: 420 nm, slit 10
nm) se realizaron en punto final y en un volumen total de 1,5 ml. Se empled el mismo medio de
incubacion usado para medir el consumo de oxigeno mitocondrial (KCI 145 mM, MgCl, 3mM,
PO4H.K 5 mM, HEPES 30 mM, EGTA 0,1 mM y albumina de suero bovino al 0,1%,apH 7,4y
37° C), en presencia de 0,25 mg de proteina mitocondrial por ml, 38 ul de acido homovalinico 4
mM, 123 ul de peroxidada de rabano (70 U / ml), 12 ul de superoxido dismutasa (SOD) (que
corresponden, en el tubo de ensayo, a 50 U / ml de SOD), y 30 ul de inhibidor (rotenona 100
UM, TTFA 0,56 mM, o antimicina A 100 uM) en los ensayos en los que proceda; finalmente se
anadieron 30 pl de sustrato (piruvato-malato 125 mM, glutamato-malato 125 mM, glutamato
(125 mM)-succinato (250 mM) o succinato 250 mM segun correspondiera) solapando los tubos

(por ejemplo cada 20 segundos).
En presencia de SOD, el ensayo estima la produccién mitocondrial de ROS (O, +
H,0,), ya que esta enzima afadida en exceso convierte los radicales superoxido (O;")

producidos por las mitocondrias en H,O, (Barja, 2002).

Tras afadir los sustratos todos los tubos se incubaron durante 15 minutos a 37° C v,

una vez transcurrido dicho tiempo, se detuvo la reaccion introduciendo cada tubo en un bafio
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de hielo y anadiéndole al mismo tiempo 0,5 ml de glicina 2 M (glicina 2 M, EDTA 50 mM, NaOH
2,2 mM) también solapando. Todos los ensayos se realizaron por duplicado con sus blancos
correspondientes19 (a los que se afadié todo lo que llevaba su muestra excepto el sustrato en

cuestion).

Como estandar se uso el sistema glucosa-glucosa oxidasa. En presencia de glucosa
en exceso, la enzima genera H,0O, a una tasa dependiente de la cantidad de glucosa oxidasa
(GO) anadida. El estandar se ensayo paralelamente, en las mismas condiciones que las
muestras anteriores, en el mismo volumen final (1,5 ml) y utilizando su propio blanco (igual
pero en lugar de 150 ul de glucosa se anadieron 150 yl de medio). Asi pues, a cada tubo
estandar se le anadieron: 1175 ul de medio de incubacién, 123 ul de peroxidasa de rabano (70
U / ml), 38 pl de acido homovalinico, 15 ul de GO y 150 pl de glucosa (140 mM). La cantidad de

GO que se afiadié fue la necesaria para generar un nmol de H,O,/ min.

Con todo esto se estimd la produccion mitocondrial final de ROS a través de los

siguientes calculos:

UFM x F

nmol H,O, / min x mg prot= ——— * 1,4
PxS

donde:

- UFM (unidades de fluorescencia por minuto) = (fluorescencia muestra — fluorescencia blanco
muestra) / 15 minutos.

- F=2000 pl/ Vol mit (ul) (factor de dilucién).

- P =mg prot/ ml en la suspensiéon mitocondrial.

- S = fluorescencia del estandar de glucosa que corresponde a 1 nmol de H,O, / min ml.

- 1,4 = Factor de correccion debido a que el pH y la temperatura de referencia de las unidades
de GO descritas por el fabricante son diferentes (pH 5,1 y 35° C) de aquellos en los que se
realiza la incubacion (pH 7,4 y 37° C).

¥ Las muestras de antimicina A llevaron sus propios blancos (con antimicina A y sin sustrato), ya que este inhibidor

emite fluorescencia propia.
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1.5. Fuga de radicales libres

Las medidas de consumo de oxigeno y de produccion de radicales libres
mitocondriales se realizaron en las mismas muestras y bajo las mismas condiciones (medio de
incubacion, concentraciones de sustrato e inhibidores, temperatura y pH). Esto permitié

relacionarlas entre si para calcular el escape o la fuga de radicales libres (%).

Este indice representa la fraccion de electrones de la cadena respiratoria que reducen
incompletamente el oxigeno a ROS en vez de formar agua en el Complejo IV. Como se
necesitan 4 electrones para reducir O, a H,O y sdélo 2 para reducirlo a H,O,, la fuga de
radicales libres se calculé como la produccién de H,O, dividida por dos veces el consumo de

oxigeno en las mismas condiciones experimentales, y multiplicando el resultado por 100%:;

Produccion de H,0,
2x VO,

Fuga de radicales libres (%) = 100 x

2 por ejemplo, un resultado de un 4% viene a decir que el 4% de los electrones que fluyen por la cadena respiratoria
reducen el oxigeno a especies reactivas.
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2. DANO OXIDATIVO A PROTEINAS

2.1. Preparacion de las muestras

Las muestras del tejido se homogeneizaron en tampén Hepes 10 mM, pH 1.4,
suplementado con BHT 1 yM, DETAPAC 1 mM y &cido fitico 1 mM, como antioxidantes. Asi
mismo, se afiadieron inhibidores de la proteolisis tales como leupeptina (0,5 ug/ml), aprotinina
(0,5 pg/ml), pepstatina (0,7 pg/ml), PMSF (40 pg/ml) y EDTA (1,1 mM). A continuacion se
procedio a la extraccién con cloroformo:metanol en una proporcion 2:1 (v/v) segun Folch et al.
(1957). Una vez eliminada la fase cloroférmica, se precipitaron las proteinas con acido
tricloroacético al 10 % (concentracion en la mezcla de precipitacion), acelerando la precipitacion
mediante centrifugacion. A continuacion se redujeron las muestras incubandolas toda la noche
con 1 ml de NaBH,; (500 mM) disuelto en un tampdn de acido boérico (0,2 M, pH 9,2). A esta
disolucién se le afiadié una gota de hexanol como agente antiespumante. Las proteinas se
precipitaron de nuevo afadiendo 1 ml de acido tricloroacético al 10% para, seguidamente,

centrifugarlas otra vez. Este Ultimo paso se repitio dos veces.

2.2. Sintesis de los estandares internos

Para la sintesis de los diferentes estandares internos (deuterados y no deuterados) se
utilizaron procedimientos descritos previamente. Asi la N°-(carboxietil)-lisina (CML) y la [2H4]-
CML se sintetizaron a partir de la reaccién del acido glioxidico con NE-acetil[?H,]-lisina
respectivamente, en presencia de cianoborohidruro sédico. La CML se aisl6 mediante
cromatografia de intercambio i6nico, comprobandose su estructura y homogeneidad por GC/MS
y por andlisis de aminoacidos (Knecht et al., 1991). La N°-(carboximetil)-lisina (CEL) y la [2H4]-
CEL se sintetizaron mediante la reacciéon de piruvato con formil-lisina vy [2H4]-Iisina,
respectivamente, en presencia de cianoborohidruro sédico (relacién molar 1:1:3) en tampodn
fosfato 0,2 M a pH 7,4 y 37° C durante 3 dias (Ahmed et al., 1997).

Para la sintesis de N°-(malondialdehido)-lisina (MDAL) y [*H,-MDAL fue necesario
obtener previamente malondialdehido (MDA). Este se produjo inmediatamente de su uso por
hidrélisis de su forma dimetilacetal afadiéndole HCI (1M) durante 30 minutos a 37° C. A
continuacion se cuantificé midiendo la absorbancia a 245 nm, y utilizando su coeficiente de
extincion molar (137.000 M™ x cm™). Para obtener MDAL o [H,]-MDAL, se incubd lisina o [*Ha]-
lisina con una cantidad equimolecular de MDA en presencia de cianoborohidruro sédico en
exceso (8 veces la cantidad de lisina o [2H4]-Iisina) en tampon fosfato (0,2 M, pH 7,4 y 37° C)

durante toda la noche (Requena et al., 1997).
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Los carbonilos proteicos especificos semiadehido glutamico (GSA) y semialdehido
aminoadipico (AASA) se obtuvieron mediante el método descrito por Requena et al. (2001). El
acido 5-hidroxi-2-aminovalérico (HAVA), producto de la reduccion del GSA, se obtuvo de la
purificacion del éster del acido 5-metilglutamico en una columna de intercambio iénico Dowex-
50W seguido de precipitacién con metanol. Para la preparacion de d5-HAVA se utilizaron 100
mg de acido d5-2,3,3,4,4-L-glutamico 98%, que se convirtié en el correspondiente éster metilico
mediante el tratamiento con acido metandlico-HCI. Tras la evaporacion, el producto se tratd
como se describe para la preparacion del HAVA. El acido 6-hidroxi-2-aminocapronico (HACA),
producto de la reduccion del AASA, se precipitdé con metanol. El d4-AASA se preparo partiendo
de 250 mg de D-L-lisina-4,4,5,5-d4-:2HCI 98% que se convirtieron a N-a-formil-d4-lisina. El
producto se evapord y se disolvié en 20 ml de agua. Tras ajustar el pH a 9,5 con NH,OH se
afiadieron 320 mg de nitroprusiato soédico durante 20 minutos, mientras se calentaba a 60° C y
se ajustaba el pH cuando era necesario. La solucion resultante se calenté durante 4 horas mas,
ajustando nuevamente el pH. El producto de la reaccién se filtré e hidrolizé con HCI (6 M)
durante 1 hora a 100° C. Después de la evaporacion, el producto se disolvié en acido féormico
(pH 2) y se filtr6 en una columna de intercambio iénico Dowex-50W. El producto final se
precipitdé con un pequefio volumen de metanol caliente. Las preparaciones de HAVA, d5-HAVA,
ASSA y d4-GSA se disolvieron en agua desionizada y se calibraron con una mezcla de

aminoacidos.

Las muestras y los estandares se analizaron por HPLC en un sistema Hewlett-Packard
Serie 110, después de su derivacion automatica con orto-phthaladehido. El area media de Ser,
His, Gly, Thr, Arg, Ala, Tyr, Met y Val se utilizd para calcular la concentracion de HAVA, d5-
HAVA, HACA o d4-HACA en cada preparacion. Los analisis se realizaron por triplicado para
cada solucion, y se congelaron alicuotas a -70° C para su posterior utilizacion (Requena et al.,
2001).

2.3. Andlisis de AASA, CEL, CML, MDAL y GSA

Las concentraciones de GSA, AASA, CML y CEL se determinaron por cromatografia de
gases / espectrometria de masas (GC/MS) segun Pamplona et al. (1999a, 2000). A las muestras
reducidas se les afiadieron los estandares internos deuterados marcados isotipicamente: d8-
lisina (120 nmoles), d4-CML (474 pmoles), d4-CEL (432 pmoles), d8-MDAL (216 pmoles), d5-
GSA (648 pmoles) y d4-AASA (140 pmoles). Las muestras se sometieron a hidrélisis afiadiendo
1ml de HCI (6N) e incubando a 155° C durante 30 minutos. Los hidrolizados obtenidos se
rehidrataron en 1ml de acido trifluoroacético al 1% y se aplicaron a columnas de extraccién en
fase sélida C-18 de 1ml (Supelco), equilibradas previamente con el mismo solvente. Se recogio
el primer ml eluido y los 2 ml adicionales de &cido trifluoroacético al 1%, para, posteriormente,

secarse al vacio.
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Los derivados N,O-trifluoroacetil de los ésteres metilicos del hidrolizado de proteinas se
obtuvieron de la siguiente manera: primero se incub6 la muestra en 1 ml de metanol:HCI al 5%
durante 30 minutos a 65° C seguida de evaporacion bajo flujo de nitrégeno para obtener los
ésteres metilicos; seguidamente se incubaron los ésteres metilicos del hidrolizado con 1 ml de
acido trifluoroacético anhidro durante 60 minutos a temperatura ambiente para obtener los
derivados trifluoroacetil. A continuacién el agente derivatizador se evaporé bajo flujo de
nitrdgeno para, por ultimo, redisolver las muestras en 100 pl de cloruro de metileno y se
centrifugaron a 800g durante 5 minutos para eliminar los posibles precipitados. Los
sobrenadantes se traspasaron a viales y se inyectaron alicuotas de 2 pl en el sistema de GC/MS

para su analisis y cuantificacion.

2.4. Cromatografia de gases / espectrometria de masas

Los anadlisis GC/MS se realizaron en un cromatégrafo Hewlett-Packard modelo 6890
equipado con una columna capilar de 30 m HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym) acoplado a un
espectrometro de masas modelo 5973a en modo de impacto iénico. El puerto de inyeccidn se
mantuvo a 275° C y el programa de temperaturas fue el siguiente: 5 minutos a 110° C, luego 2°
C/minuto hasta 150° C, 5° C/minuto hasta 240° C, 25° C/minuto hasta 300° C y al final se
mantuvo la temperatura a 300° C durante 5 minutos. Para la cuantificacion se utilizaron curvas

patrén construidas a partir de la mezcla de estandares deuterados y no deuterados.

Los analisis se realizaron mediante monitorizacion de iones especificos seleccionados
previamente (SIM). Los analitos se detectaron por SIM - GC/MS. Los iones usados fueron lisina
(con una m/z de 180) y d8-lisina (con una m/z de 187); GSA (con una m/z de 280) y d5-GSA
(con una m/z de 285); AASA (con una m/z de 294) y d4-ASSA (con una m/z de 298); CML (con
una m/z de 392) y d4-CML (con una m/z de 396); CEL (con una m/z de 379) y d4-CEL (con una
m/z de 383); y MDAL (con una m/z de 474) y d8-MDAL (con una m/z de 482). Las
concentraciones finales se expresaron en pmoles de GSA, AASA, CML, CEL o MDA-lisina / mol

lisina.
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3. DANO OXIDATIVO AL ADN MITOCONDRIAL

El dafo oxidativo al ADN mitocondrial se llevé a cabo mediante la valoracion de los
niveles del deoxinucledétido oxidado 8-oxo-7,8-dihidro-2°-deoxiguanosina (8-oxodG), en relaciéon
con su base no modificada deoxiguanosina (dG). Dicha valoracién se realizé mediante técnicas
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccion culométrica en el caso de la

8-o0x0dG, y ultravioleta, en el de la dG.

Para el aislamiento y precipitacion del ADN mitocondrial se siguié el método de Latorre

et al. (1986) adaptado a mamiferos (de la Asuncion et al., 1996; Barja y Herrero, 2000).

3.1. Aislamiento del ADN mitocondrial

Las muestras de tejido se conservaron congeladas a -80° C desde el sacrificio de los

animales.

Se pesaron entre 400 y 500 mg de muestra en el caso del higado y entre 150 y 200 mg
en el de cerebro y rifién, y se homogeneizaron, a 4° C, a razéon de 1,5 ml de tampdn de
homogeneizacion (TRIS 10 mM, NaCl 60 mM, sacarosa al 5% y EDTA-Na; 10 mM, pH 7,8) por

gramo de tejido. Posteriormente se mezclaron:

- 300 pl de dicho homogenado.
- 300 pl de tampén TRIS 300 mM con SDS al 1,25%, sacarosa al 5% y EDTA- Na,
10 mM, pH 9.

- 400 pl de cloroformo: alcohol isoamilo (49:1, v/v) para separar los lipidos.

Se centrifugd 10 minutos a 500921. Se recogio6 la fase superior y se incubd durante 30
minutos a 65° C. De este modo, conseguimos romper las membranas y liberar el contenido

celular, a la vez que se desnaturalizan las proteinas con el SDS.

Tras esto se afiadieron 0,12 ml de acetato potasico 3M, pH 4,8 a las muestras y se
incubaron 10 minutos a -20° C. El descenso de pH junto con la alta concentracion de sales
provoca la precipitacion del ADN de alto peso molecular, principalmente ADN nuclear. Ademas

el potasio forma complejos con el SDS-proteina, facilitando su precipitacion.

21 . .
Todas las centrifugaciones se llevaron a cabo a 4° C.
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Las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 10000g y se recogi6 el

sobrenadante (el sedimento contiene restos celulares, complejos SDS-proteina y ADN nuclear).

Se tomaron 700 ul de muestra en un tubo Eppendorff y se afiadié idéntico volumen de

isopropanol; en esta fase ya se puede apreciar el ADN.

A continuacion se incubaron las muestras durante 5 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugaron a 10000g 10 minutos. En el sedimento queda ADN mitocondrial parcialmente
purificado, por lo que se elimind el sobrenadante y se afiadieron 0,5 ml de etanol al 70% frio
(mantenido a -20° C).

Las muestras se volvieron a centrifugar a 10000g durante 10 minutos. Se decanté el
etanol y el remanente se elimind con nitrégeno. Se afiadieron entonces 150 ul (para cerebro y
riién) y 300 pl (para higado) de tamp6n TE (TRIS-HCI 10 mM, EDTA-Na, 1 mM, pH 8), se

resuspendieron las muestras y se afiadieron 10 yl de RNAsa.

Tras 6 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se afiadieron 0,3 ml de SDS a
0,1%, pH 12,5. Se incubaron a 65° C otros 6 minutos, se afadieron 230 pul de acetato sddico 3

M, pH 4,8 y se volvieron a incubar a -20° C durante 20 minutos.

Cuando las muestras se descongelaron, se centrifugaron a 10000g 5 minutos, se
recogio el sobrenadante y se afiadi6é igual volumen de isoropanol. Se incubaron 5 minutos a

temperatura ambiente.

Seguidamente se centrifugé a 10000g 10 minutos, se decanté el sobrenadante y se
anadieron 0,5 ml de etanol al 70% frio, volviéndose a centrifugar durante 5 minutos. Se decanté
el etanol y las muestras se secaron con nitrégenozz, resuspendiéndose entonces en 35

(cerebro y rifidn) o 50 pl (higado) de tampon TE, pH 8.

Las muestras se mantuvieron en frio (4° C) durante aproximadamente 30 minutos (o

toda la noche) para permitir su completa disolucion.

Una vez bien disuelto el ADN en el tampén TE, pH 8, y medida la concentracién por
espectrofotometria (Genequant, Biochrom), se afadieron a las muestras 40 pl de acetato
sodico 3 M, pH 4,8, y 800 ul de etanol al 70% frio; se centrifugaron a 10000g 10 minutos vy, al
término de la centrifugacién, se decanté el sobrenadante y se afiadié de nuevo 1 ml de etanol
al 70% frio, y se volvié a centrifugar. Se eliminé el etanol de las muestras y se secaron con
nitrdgeno. El ADN se resuspendié en 100 pl de acetato sédico 20 mM, pH 4,8 y, por ultimo, se

incubaron las muestras a 50° C durante 1 hora.

2 Eg importante evitar un secado excesivo del ADN ya que, en ese caso, podria producirse la oxidacion artificial de la
dG y sobrevalorar asi la cantidad de 8-oxodG de la muestra.
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3.2. Digestion del ADN mitocondrial

Tras la hora de incubacion a 50° C, se afiadieron a las muestras 20 ul de nucleasa P1
(5 U / muestra) disuelta en acetato sédico 20 mM, pH 4,8, que contenia cloruro de zinc 10 mM

y 15% de glicerol, y se incubaron a 50° C durante 30 minutos.

A continuacion se afiadieron 20 pl de fosfatasa alcalina (4 U / muestra), y se repitié la

incubacion durante 1 hora.
Por ultimo se transfirieron las muestras a eppendorffs con filtro Whatman y se

centrifugaron a 13000 rpm durante 20 minutos. De los filtrados se tomaron 100 ul para inyectar
en HPLC.

3.3. Condiciones cromatograficas

La determinacion de los niveles de 8-oxodG y de dG se realiz6 por HPLC, a través de

deteccion electroquimica y ultravioleta, respectivamente.

La cuantificacién de dG por el detector ultravioleta se realizd a 254 nm con una
sensibilidad de 0,64 en todos los experimentos, mientras que las condiciones del detector
electroquimico variaron de unos experimentos a otros: 400 mV / 20 nA (subobjetivo 1.1) y 225
mM / 10 nA (subobjetivos 1.2, 1.3 y objetivo 2).

La fase movil utilizada (acido fosférico 50 mM, acetonitrilo al 2,5%, pH 5) se filtr6 a
través de filtros de diametro de poro 0,45 pm. El flujo de paso de fase movil fue de 1 ml/min a
una presion de 1000 PSI en los experimentos del subobjetivo 1.1 y del objetivo 2, y de 0,9

ml/min en los subobjetivos 1.2y 1.3.

3.4. Calculo de Ias concentraciones de dG y 8-oxodG

Para cuantificar los valores obtenidos, se inyectaron cada dia estandares de dG y de 8-
oxodG de concentraciones conocidas. Asi, en el caso de la dG, se inyectd una solucién
estandar de dG pura 100 uM en acetato sodico 10 mM, pH 4,8 y TRIS 1 M, pH 8 (11:1). Para la

8-0x0dG, la solucién estandar inyectada fue de 20 nM en el mismo solvente.
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A partir de las areas obtenidas con los estandares se obtuvo un factor de calibracién
(F.C) para 8-oxodG y para dG:

10

0

donde: A1o: Area del estandar 10 nM de 8-oxodG.

- F.C. (8-0x0dG) =

100

G100

- F.C.(dG)=

donde: A4c 100: Area del estandar de dG 100 pM.

La concentracion de 8-oxodG se obtuvo mediante la siguiente expresion:
- [8-0x0dG] = Areaggyodc X F.C (80x0dG)
donde: Areagyyoqs: Area de 8-oxodG de la muestra.

La concentracion de dG se obtuvo mediante la siguiente expresion:
- [dG]= Areagys x F.C (dG)

donde: Areays: Area de dG de la muestra.

Finalmente, se obtuvo la razén 8-oxodG / 10° dG como indicador del dafio oxidativo al
ADN:
- 8oxodG/10°dG = 100 x 8oxodG / dG
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4. ANALISIS DE LA COMPOSICION DE LOS ACIDOS GRASOS DE LOS LiPIDOS
TOTALES

4.1. Extraccion de lipidos

Los lipidos se extrajeron de las muestras utilizando cloroformo:metanol en una
proporcién 2:1 (v/v) en presencia de butilhidroxitolueno (BHT) al 0,01%, segun Folch et al.
(1957). Posteriormente se separé la fase organica y se evaporo bajo un flujo de nitrégeno en un
evaporador N-evap Model 111. La fase lipidica se sometié a un proceso de transesterificacion
mediante incubacién con 2,5 ml de metanol-HCI al 5% durante 90 minutos a 75° C. La solucion
metanol-HCI se preparé mediante la adicion de 1,3 ml de cloruro de acetilo a 18,7 ml de
metanol, con el objeto de producir HCI anhidro. De este modo se obtuvieron los ésteres
metilicos de los acidos grasos. La extraccion de estos ésteres metilicos se efectud anadiendo
2,5 ml de n-pentano y 1 ml de solucién saturada de NaCl, agitando durante 60 minutos en un
vibrador de brazo oscilante Vibromatic-384 y centrifugando a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°
C. La fase de n-pentano se separé y se evaporo bajo flujo de nitrégeno. Por ultimo, los ésteres
metilicos se disolvieron en 75 pl de disulfuro de carbono (CS,) como vehiculo para su posterior

analisis mediante cromatografia de gases / espectrometria de masas (GC/MS).

4.2. Condiciones cromatograficas

La separacion de los ésteres metilicos de acidos grasos se llevo a cabo en una columna
SP2330 (30 m x 0,25 mm x 0,20 ym) con un cromatografo de gases Hewlett-Packard 6890 Serie
Il. Como detector se utilizdé un espectrémetro de masas Hewlett-Packard 5973A en modo de
impacto ioénico. El puerto de inyeccion se mantuvo a 220° C y el detector a 250° C; el programa
de temperatura consistia en 100° C durante 2 minutos, subida de temperatura a 10° C/minuto
hasta los 200° C, 5° C/minuto hasta los 240° C y, por ultimo, se mantuvo 10 minutos a 240° C.
La identificacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos se realizd por comparacion con

los correspondientes estandares. Los resultados se expresan como moles en %.
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4.3. Calculo de los indices relacionados con la composicion lipidica

Los diferentes indices se calcularon de la forma que se detalla a continuacion:

" El contenido de acidos grasos saturados (SFA, del inglés: Saturated Fatty Acids):
SFA = [2%mol (8:0 + 10:0 + 11:0 + 12:0 + 13:0 + 14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0 + 18:0 + 20:0 +
24:0)]
" El contenido de acidos grasos insaturados (UFA, del inglés: Unsaturated Fatty Acids):
UFA = [2%mol (16:1 + 18:1 + 18:2 + 18:3 + 18:4 + 20:1 + 20:2 + 20:3 + 20:4 + 20:5 + 22:4 +
22:5 + 22:6)]
" El contenido de acidos grasos monoinsaturados (MUFA, del inglés: Monounsaturated
Fatty Acids):

MUFA = [E%mol (16:1 + 18:1 + 20:1 + 24:1)]

" El contenido de acidos grasos insaturados (PUFA, del inglés: Polyunsaturated Fatty
Acids):
PUFA = [2%mol (18:2 + 18:3 + 20:2 + 20:3 + 20:4 + 20:5 + 22:5 + 22:6)]

" El contenido de acidos grasos poliinsaturados de la serie omega 3 (PUFA(Nn-3)):
PUFA(n-3) = [Z%mol (18:3 + 20:5 + 22:5%°+ 22:6)]

" El contenido de acidos grasos poliinsaturados de la serie omega 6 (PUFA(n-6)):
PUFA(n-6) = [Z%mol (18:2 + 20:2 + 20:3+ 20:4 + 22:4 + 22:5%)]

" La longitud media de la cadena (ACL, del inglés: Average Chain Length):

ACL = [(Zmol %totalCg x 8) + (Zmol %totalC4 x 10) + (Zmol %totalCqq x 11) + (Emol Y%totalC,o
x 12) + (Zmol %totalCq3 x 13) + (Zmol %totalCq4 x 14) + (Zmol %totalCss x 15) + (Zmol
Y%totalCqe x 16) + (Zmol %totalCq7 x 17) + (Zmol %totalCqg x 18) + (Zmol %totalCyg x 20) +
(Zmol %totalC,;, x 22) + (Zmol %totalCy,4 x 24)]/ 100

= El indice de dobles enlaces (DBI, del inglés: Double Bound Index):
DBI = [(1 x £%acidos monoenoicos) + (2 x Z%acidos dienoicos) + (3 x Z%acidos trienoicos) +
(4 x ZX%acidos tetraenoicos) + (5 x ZX%acidos pentaenoicos) + (6 x X%acidos

hexaenoicos)]

% A la hora de calcular el % de acidos grasos pertenecientes a cada una de las series: omega 3 y omega 6, se tienen
en cuenta solamente los que pertenecen a cada una de ellas, es decir para la serie omega 3 se contabilizara el 22:5n-3
y para la serie omega 6 se contabilizara el 22:5n-6.
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. El indice de peroxidizabilidad lipidica (Pl, del inglés: Peroxidizability Index; Witting &
Horwit, 1964):

Pl = [(0,025 x £%acidos monoenoicos) + (1 x Z%acidos dienoicos) + (2 x 2%acidos trienoicos)
+ (4 X X%éacidos tetraenoicos) + (6 x X%acidos pentaenoicos) + (8 x Z%acidos

hexaenoicos)]
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5. CANTIDAD DE LOS COMPLEJOS I, 11, lil, Y IV DE LA CADENA RESPIRATORIA
ASi COMO DE AIF, SIRT1, NRF-2, PCG-1a y UCP2,4: ANALISIS DE WESTERN
BLOT

La concentracién de los complejos mitocondriales | y Ill, que contienen los generadores
de radicales libres, y de los complejos Il y IV, que no producen ROS y se usan como controles,
se determin6 mediante el analisis de Western Blot de estos complejos proteicos representativos,
segun Sanz et al. (2006a). Asimismo se determiné por el mismo método la concentracion de AlF
en mitocondria, SIRT1, NRF-2, UCP2, UCP4, y el principal regulador de la biogénesis

mitocondrial, PCG-1q, en tejido.

Para realizar la inmunodeteccién se utilizé un anticuerpo monoclonal especifico para las
subunidades NDUFS3 (30000 Dalton) y NDUFA9 (39000 Dalton) del complejo |, la subunidad de
70000 Dalton del complejo I, la proteina Rieske (29000 Dalton) y la subunidad Il del nucleo
(48000 Dalton) del complejo Ill, y la subunidad | (57000 Dalton) del complejo 1V (1:2000, 1:500,
1:1000 y 1:1000, respectivamente) y anticuerpos monoclonales especificos para el segmento C-
terminal (comprendido del aminoacido 593 al 613) de AIF (1:1000), y para PCG-1a (1:200),
UCP4 (1:200), SIRT1 (1:500), NRF-2 (H-300; 1:100) y UCP2 (1:200).

Como control se utilizaron un anticuerpo anti-porina (1:5000) o anti-B-actina (1:5000)
para referir la cantidad total de las subunidades analizadas de los complejos |, II, lll y IV o de las
otras moléculas estudiadas frente a la masa mitocondrial total, representada por la cantidad de

porina, o al contenido proteico total, representado por la cantidad de p-actina.

Se utilizé un anticuerpo secundario apropiado y un sustrato quimioluminiscente de la
peroxidasa para la deteccion del anticuerpo primario. La cuantificacion y grabacién de la sefal
fue realizada con un equipo ChemiDoc de BioRad. La concentracion proteica se determiné por

el método de Bradford. Los datos se expresaron en unidades arbitrarias.
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6. MEDIDA DE S-ADENOSILMETIONINA Y S-ADENOSILHOMOCISTEINA

Los analisis de S-adenosilmetionina (SAM) y de S-adenosilhomocisteina (SAH) se
llevaron a cabo por HPLC segun el método descrito por Wang et al. (2001). Siguiendo dicho
método, 100 mg de higado congelado se homogeneizaron en nitrégeno liquido en un mortero y
se transfirieron a un vial previamente pesado que contenia 4 voliumenes de acido perclérico 0,4
M, y se agitaron vigorosamente. Se centrifugaron a 11000g y se recogieron los sobrenadantes.

Una alicuota de 60 ul de muestra se inyecté en el HPLC.

La cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa se llevé a cabo con una
columna analitica C18 4,60 mm (25 cm) (Phenomenex-komasil 5u 100A C18) en un sistema de
Agilent Technologies. El sistema del HPLC consistia en una bomba primaria (G1312A) Serie
1200, un desgasificador (G1379A) Serie 1100, un inyector automatico de muestras ALS (del
inglés Automatic Liquid Samples, G1313A) Serie 1100, un horno de columnas TTC (G1316A)
serie 1200 y un detector ultravioleta VWO (G1314B). La fase mévil consistia en dos eluyentes:
solucion de NaH,PO, 50 mM, y acido 1-Heptanesulfonico sal sédico 8 mM, a pH 3 ajustado con
acido fosforico (Buffer A), y CH3;OH (Buffer B). La columna de HPLC estaba equilibrada con
80% de Buffer A y 20% de Buffer B. La muestra se inyectd y la separacion se obtuvo usando
un gradiente escalonado. El gradiente consistia en 8 minutos a las condiciones de
equilibraciéon, 30 segundos para incrementar Buffer B al 40%, 12,5 minutos en la nueva
condicién, y 30 segundos para regresar a las condiciones de equilibrado y 10 minutos antes de
la siguiente inyeccién. El transcurso de la carreras fueron de 30 minutos, el flujo de 1 ml/min y
la temperatura de la columna se mantuvo constante a 45° C. Las éareas de los picos se
monitorizaron a 254 nm con un detector ultravioleta. Todas las soluciones, tras ser prepararas y
ajustado el pH, asi como los estandares y las soluciones de las muestras, se filtraron a través
de un filiro Millipore de 0,45 uM. SAM y SAH se identificaron de acuerdo a sus tiempos de
retencion, 5,8 y 9,7 minutos, respectivamente. La cuantificacion se basé en la integracion de
las areas de los picos y se comparo con las curvas de calibracion de los estandares de SAM y
SAH. Dentro del rango de concentraciones estudiadas se observé linealidad, 2-200 pM para
ambas. Los resultados fueron recalculados para expresarlos como nmol/g de tejido. El ratio
SAM/SAH, que representa el potencial de metilacion, se calculd6 como un parametro

cuantitativo de las reacciones de metilacion intracelulares.
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7. CONTENIDO EN ATP, ADP Y AMP

Las concentraciones de ATP, ADP y AMP se midieron por HPLC segun el método de
Stocchi et al. (1985). 100 mg de higado congelado se homogeneizaron bajo nitrégeno liquido
en un mortero y se transfirieron a un vial prepesado que contenia 4 volumenes de acido
perclérico 0,4 M y se agitaron vigorosamente. Tras centrifugarlos a 11000g, se recogieron los
sobrenadantes. Una alicuota de la dilucién de esta muestra se inyect6 en el sistema HPLC. La
cromatografia liquida en fase reversa se llevd a cabo con una columna analitica C18 en el
sistema de Agilent Technologies previamente descrito. La fase movil consistia en dos
eluyentes: solucion de KH,PO, 0,1M, pH 6,8 (Buffer A), y CH;OH (Buffer B). Las condiciones
cromatograficas fueron las siguientes: 2 minutos en buffer A al 10%, 20 minutos hasta llegar a
25% de Buffer B. El gradiente regres6 a Buffer A en 2 minutos. El transcurso de las carreras
fue de 30 minutos, el flujo de 1,0 ml/min y la temperatura de la columna se mantuvo constante
a 30° C. Las areas de los picos fueron monitorizados a 254 nm con un detector ultravioleta.
Todas las soluciones, tras ser preparadas y ajustado el pH, asi como los estandares y las
soluciones de las muestras, se filtraron a través de un filtro Millipore de 0,45 uM. Los picos que
representan ATP, ADP y AMP se identificaron de acuerdo a sus tiempos de retencion, 4,892,
5,471 y 6,959 minutos, respectivamente. La cuantificacién se llevd a cabo usando curvas
estandar para cada nucledétido; se observé linealidad dentro del rango de concentraciones
estudiadas, 10-100 uM para los 3. Los resultados se recalcularon para ser expresados como
nmol / mg proteina. A partir del analisis de la composicion de nucleétidos también se calcularon
los siguientes indices: Ratio ADP / ADP; nucledtidos de adenina totales: ATP + ADP + AMP y
la carga energética: (ATP + 0,5 x ADP) / (ATP + ADP + AMP).
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8. METODOS ESTADISTICOS

Para analizar estadisticamente los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral se

realizaron los siguientes tratamientos estadisticos:

8.1. Caracteristicas muestrales

De cada conjunto de datos se obtuvieron los siguientes parametros:
- Media aritmética de cada grupo de datos.

- Desviacion estandar (o,,.1).

- Error estandar de la media (0,4 /\/n).

8.2. Analisis estadisticos

En el estudio 1.1, la prueba estadistica para valorar las diferencias entre las medias de

los tres grupos experimentales empleada fue el analisis de la varianza (ANOVA) de una via®,

En los casos en los que el ANOVA previo resulté significativo se realizd, a posteriori, la
prueba de rango multiple de Duncan a fin de precisar entre qué grupos concretos existian las

diferencias observadas previamente con el ANOVA.

Para analizar el resto de los experimentos se utilizd, como prueba estadistica, el test t
de Student.

El nivel minimo de significacién fue 0,05 en todas las comparaciones. El grado de
significacion obtenido se representd en todas las tablas y graficas como: * (p < 0,05); ** (p <
0,01); *** (p < 0,001).

Los pardmetros, las pruebas estadisticas y la comprobacion de que las condiciones de

aplicacion de dichas pruebas se cumplian se realizaron con el programa Statgraphics Plus 4.0.

A Los supuestos que han de cumplir los datos para poder analizarlos con el ANOVA: normalidad e igualdad de
varianzas entre los grupos (homocedasticidad) fueron comprobados previamente a la aplicacion de esta prueba
estadistica.
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1. Estudio de la restriccion de metionina y aminoacidos
sobre el estrés oxidativo mitocondrial en la rata Wistar

MODELO 1.1. RESTRICCION DE METIONINA AL 40 Y 80% EN HIGADO

1.1.1. Peso de animales y érqganos

No se observaron diferencias significativas en el peso de los animales al inicio del
tratamiento experimental. Sin embargo, a lo largo del mismo, la ganancia de peso de los
animales restringidos en metionina al 80% (80% RMet) fue menor que la de los controles y que
la de los restringidos al 40% en dicho aminoacido (40% RMet), alcanzando la significacion
estadistica (p < 0,001) en la segunda semana de tratamiento (Figura 6). No hubo diferencias

significativas entre los animales 40% RMet y los controles.

De todos los 6rganos estudiados, se observé un descenso significativo en el peso del
higado (p < 0,05) y del bazo (p < 0,001) en el grupo 80% RMet en relacién a los otros dos,
mientras que el peso de los demas organos fue similar en los tres grupos experimentales
(Tabla 8).

Tabla 8. Peso de los 6rganos (g) de los animales controles, restringidos en metionina al 40% (40% RMet)
y restringidos en metionina al 80% (80% RMet).

Control 40% RMet 80% RMet
Higado 7,97 £0,27 8,11+ 0,37 6,61 + 0,46 >
Corazén 1,2+ 0,03 1,18 £ 0,07 1,04 + 0,07
Bazo 0,52 + 0,02 0,52 + 0,03 0,38 + 0,02 &>
Rifién 2,43 + 0,08 2,41 40,08 2,11+0,12
Cerebro 2,01 +£0,03 2,03 £0,04 1,97 £ 0,03

— — — |
Los superindices indican diferencias significativas respecto al grupo: ®control, ®40% RMet; *(p <0,05), ***(p

< 0,001). Los resultados se expresan como la media + SEM de 10 animales diferentes.
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Figura 6. Variacion del peso corporal (g) durante el periodo experimental de los
animales controles, 40% RMet y 80% RMet. Los resultados se expresan como la
media + SEM de 10 animales diferentes. Los superindices muestran diferencias

significativas con el grupo: control, ®40% RMet; **(p < 0,01), ***(p < 0,001).

- 88 -



Resultados

1.1.2. Consumo de oxigeno mitocondrial

El efecto de la restriccion de metionina al 40 y 80% sobre las tasas de consumo de
oxigeno de mitocondrias aisladas de higado de rata se muestra en la Tabla 9. Estas medidas
se llevaron a cabo en presencia de sustratos del complejo | (piruvato-malato y glutamato-

malato) y del complejo Il (succinato) de la cadena de transporte de electrones mitocondrial.

En todos los casos, la adicién de ADP estimulé significativamente el consumo de
oxigeno desde el estado no fosforilante (estado 4) al fosforilante (estado 3), indicando la buena

calidad de las preparaciones mitocondriales.

Sin embargo, al comparar la intensidad de consumo de oxigeno entre los diferentes
grupos experimentales no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) con ningun

sustrato ni en el estado 4 ni en el 3 (Tabla 9).

Tampoco se encontraron diferencias entre los distintos grupos en el indice de control
respiratorio (RCR) con ninguno de los sustratos empleados (Tabla 10), presentando dicho

parametro los valores méas elevados con glutamato-malato.

Tabla 9. Efecto de la restriccion de metionina al 40 y 80% sobre la tasa de consumo de oxigeno en
mitocondrias de higado de rata suplementadas con piruvato-malato, glutamato-malato y succinato (y

rotenona) como sustratos en ausencia (estado 4) y en presencia (estado 3) de ADP.

Sustrato Control 40% RMet 80% RMet
Piruvato-malato 54+0,6 6,2+0,8 56+0,7
(Estado 4)
Piruvato-malato 17,1+1,3 19,1+1,8 15,6 +1,0
(Estado 3)
Glutamato-malato 8,8+0,8 91+1,3 9,8+1,1
(Estado 4)
Glutamato-malato 94,4 +5,8 96,6 £ 6,0 98,0 £ 8,1
(Estado 3)
Succinato + rotenona 30,9+24 30,7+2,3 32,1+2,6
(Estado 4)
Succinato + rotenona 120 £ 9,1 123 +£9,6 122 +94
(Estado 3)

Los resultados se expresan en nanomoles de Oz / min x mg proteina mitocondrial. No se encontraron
diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales. Los valores representan la media +

SEM de 10 animales diferentes.
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Tabla 10. Efecto de la restriccion de metionina al 40 y 80% sobre el indice de control respiratorio (RCR)

en mitocondrias de higado de rata suplementadas con piruvato-malato, glutamato-malato y succinato (y

rotenona).
Sustrato Control 40% RMet 80% RMet
Piruvato-malato 34+0,3 3,3+0,3 3,1+£0,3
Glutamato-malato 11,2+0,8 11,8+£1,2 10,8 £ 0,9
Succinato + rotenona 3,9+0,1 4+0,1 3,9+0,1

No se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales. Los resultados se

expresan como la media £+ SEM de 10 animales diferentes.

1.1.3. Produccién mitocondrial de radicales libres

La tasa de produccion basal de radicales libres en el complejo | con piruvato-malato
como sustrato descendio significativamente en los grupos 40% RMet y 80% RMet respecto al
grupo control (p < 0,05 y p < 0,01, respectivamente), y también fue significativamente menor

cuando la restriccion de metionina fue del 80% que cuando lo fue del 40% (p < 0,05; Figura 7).

Con glutamato-malato ambos niveles de restriccion también disminuyeron la tasa de
generacion basal de ROS en el complejo | de la cadena respiratoria (p < 0,01 en el caso de
40% RMet y p < 0,001 en el de 80% RMet), y de nuevo dicha tasa fue significativamente menor
con el nivel mas alto de restriccion (80% RMet) que con el intermedio (40% RMet; p < 0,05;

Figura 8).

La tasa de produccién basal de ROS en el complejo Il se estimé empleando succinato
como sustrato y rotenona (Figura 9a). Dicha tasa descendié significativamente tanto en el
grupo 40% RMet como en el 80% RMet en relacién con el grupo control (p < 0,01), pero no se
encontraron diferencias entre ambos niveles de restriccion (p > 0,05), y la magnitud del
descenso fue mucho menor que con los sustratos de unién al complejo I. Cuando el mismo
ensayo se realizé sin rotenona se observaron unos mayores niveles de ROS en ausencia del
inhibidor que en su presencia, debido al flujo reverso de electrones hacia el complejo |; en este
caso se observd un descenso en el nivel de ROS en el grupo 40% RMet con respecto a los
otros dos (p < 0,01), no encontrandose diferencias significativas entre los grupos control y 80%
RMet (p > 0,05; Figura 9b).
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La estimacion de las tasas maximas de generacion de ROS se llevo a cabo usando
combinaciones apropiadas de sustratos e inhibidores de la cadena respiratoria (Tabla 11). La
reduccion completa del complejo | se realizé anadiendo rotenona con piruvato-malato o
glutamato-malato (sustratos de unién al complejo I). Aunque las diferencias no alcanzaron la
significacion estadistica con piruvato-malato + rotenona (p > 0,05), con glutamato-malato +
rotenona si que se observé un descenso significativo en los grupos 40% RMet y 80% RMet en
relacién con el control (p < 0,01). No se encontraron diferencias (p > 0,05) entre los distintos
grupos para la produccion maxima de ROS con succinato + antimicina A (reduccién maxima del

complejo lI).

0,1 1

0,08 -

a*

0,06 -

ak* p*
0,04 -

0,02 -

nmoles HO, / min mg prol

Control 40% RMet 80% RMet

Figura 7. Tasa de produccion de H,O, (nanomoles de H»O, / min x mg proteina
mitocondrial) en mitocondrias de higado de ratas controles, 40% RMet y 80% RMet con
piruvato-malato como sustrato. Los superindices muestran diferencias significativas con
el grupo: “control, ®40% RMet; *(p < 0,05), **(p < 0,01). Los resultados se expresan

como la media £ SEM de 10 animales diferentes.
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Figura 8. Tasa de produccion de H;O, (nanomoles de H;O, / min x mg proteina
mitocondrial) en mitocondrias de higado de ratas controles, 40% RMet y 80% RMet con
glutamato-malato como sustrato. Los superindices muestran diferencias significativas
con el grupo: control, ®40% RMet; *(p < 0,05), **(p < 0,01), ***(p < 0,001). Los

resultados se expresan como la media + SEM de 10 animales diferentes.
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Figura 9. Tasas de produccion de H»O, (nanomoles de H»O, / min x mg proteina mitocondrial) en
mitocondrias de higado de ratas controles, 40% RMet y 80% RMet suplementadas con: a) Succinato y
rotenona, y b) Succinato. Los superindices indican diferencias significativas con el grupo: ®control; "80%

RMet; **(p < 0,01). Los resultados se expresan como la media + SEM de 10 animales diferentes.

Tabla 11. Tasas maximas de produccion de H202 (nanomoles de H20» / min x mg proteina mitocondrial)
en presencia de inhibidores de la cadena respiratoria en mitocondrias de higado de ratas controles, 40%
RMet y 80% RMet.

Sustrato Control 40% RMet 80% RMet
Piruvato-malato + rotenona 0,31+£0,02 0,28 +0,04 0,25+ 0,03
Glutamato-malato + rotenona 0,44 +0,04 0,30 +0,03*" 0,27 +0,03*"
Succinato + rotenona + antimicina A 1,93+0,13 1,88+0,15 1,83 £ 0,04

Los superindices muestran diferencias significativas con el grupo control; **(p < 0,01). Los resultados se

expresan como la media £+ SEM de 10 animales diferentes.
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1.1.4. Fuga de radicales libres

La fuga de radicales libres (%, Figura 10) representa el porcentaje de electrones que se

escapan de la cadena respiratoria mitocondrial dando lugar a ROS.

Con piruvato-malato dicho parametro fue significativamente menor (p < 0,05) en los
grupos restringidos en metionina que en el grupo control. Lo mismo se pudo observar con
glutamato-malato (p < 0,05 en el caso de 40% RMet y p < 0,001 en el de 80% RMet) vy,
ademas, en este Ultimo caso se encontraron valores significativamente menores en el grupo
80% RMet que en el grupo 40% RMet (p < 0,05). Con succinato (y rotenona), sin embargo, no

se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales (p > 0,05).

En conjunto se puede ver, pues, un claro descenso en la fuga de radicales libres en el

complejo | de la cadena respiratoria, pero no en el lll.

H Control B 40% RMet O 80% RMet

1.4 -

1,2 -

—_
1

o
oo
1

0,6

Fuga de Radicales Libres (%)

Piruvato-malato Glutamato-malato Succinato y rotenond

Figura 10. Efecto de la restriccion de metionina al 40 y 80% sobre la fuga de
radicales libres (%) en mitocondrias de higado de rata, en presencia de piruvato-
malato, glutamato-malato o succinato (+ rotenona) como sustratos. Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo: ®control, ®40% RMet; *(p < 0,05),
***(p < 0,001). Los resultados se expresan como la media + SEM de 10 animales

diferentes.
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1.1.5. Cantidad de los complejos de la cadena de transporte de electrones

mitocondrial

La abundancia de los complejos proteicos I, I, Ill y IV de la cadena de transporte de

electrones mitocondrial se muestra en la Figura 11.

Para todos los parametros estudiados se encontraron niveles significativamente
menores en los grupos 40% RMet y 80% RMet que en el grupo control, sin hallarse diferencias
significativas entre ambos niveles de restriccion. El mayor descenso (70%) se observé para el

complejo Il, y el menor (15-20%) para el complejo 111

Aunque en todos los casos la abundancia de los complejos fue menor cuando la
restriccion de metionina aplicada fue del 80% que cuando lo fue del 40%, en ninguno de ellos

dicha diferencia alcanzo la significacion estadistica.

B Control B 40% RMet O 80% RMet

140 -

120 A

100 A

80 -

60

40

20 A

% del grupo control (Unidades arbitrarias)

Complejo | Complejo 11 Complejo 11l Complejo IV—I

Figura 11. Cantidad de los complejos | (sub 39KDa), Il (sub 70KDa), Ill (sub 48KDa),
y IV (sub 57KDa) de la cadena respiratoria, medida como el cociente de unidades del
complejo / unidades de porina, en mitocondrias de higado de ratas controles, 40%
RMet y 80% RMet. Valores del grupo control: 2,16 + 0,08 (Complejo I), 0,39 + 0,08
(Complejo 1), 1,21 £ 0,02 (Complejo 1ll), 1,34 + 0,11 (Complejo IV). Los superindices
muestran diferencias significativas con el grupo control; **(p<0,01), ***(p<0,001). Los

valores representan la media + SEM de 10 animales diferentes.
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1.1.6. Cantidad de AIF

En la Figura 12 se muestran los datos de la abundancia de AlIF en las mitocondrias de
higado de ratas controles y restringidas en metionina, estimada como el cociente entre los
moles de AIF y los de porina (utilizada como marcador mitocondrial). Como se puede observar,
se produjo una disminucion significativa de los niveles de AIF en los grupos 40% RMet y 80%

RMet en relacion al control (p < 0,001), no encontrandose diferencias entre estos ultimos (p >

0,05).

a***

AIF / porina

Control 40% RMet 80% RMet

Figura 12. Abundancia de AIF (mol de AIF / mol porina) en mitocondrias de higado
de ratas controles, 40% RMet y 80% RMet. Los superindices muestran diferencias
significativas con el grupo control; ***(p<0,001). Los valores representan la media

+ SEM de 10 animales diferentes.

1.1.7. Dano oxidativo a proteinas

Las Figuras 13 y 14 recogen los distintos marcadores de dafo oxidativo (GSA y AASA),
glicooxidativo (CEL y CML) y lipooxidativo (CML y MDAL) que se analizaron en las proteinas

mitocondriales de higado de ratas controles y restringidas en metionina.

Los carbonilos proteicos GSA y AASA descendieron significativamente con la
restriccion de metionina (p < 0,001; Figura 13) tanto al 40% como al 80% de restriccion, en
relacién al grupo control. Aunque en ambos casos se obtuvieron menores niveles en el grupo

80% RMet que en 40% RMet, esta diferencia no alcanzo la significacién estadistica (p > 0,05).

Los niveles de los aductos CML y MDAL disminuyeron significativamente en los grupos

restringidos respecto al control (p < 0,001; Figura 14). Del mismo modo fueron menores en los
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animales 80% RMet que en los 40% RMet pero esta ultima diferencia no resultd ser
significativa (p > 0,05). Por su parte, el descenso en los niveles del marcador glicooxidativo
CEL fue significativo a ambos niveles de restriccion (p < 0,001) respecto al grupo control, y
también lo fue entre los grupos 40% RMet y 80% RMet (Figura 14).

| Control & 40% RMet 080% RMet |

120

100 +

80 1

60

40 1

% del grupo control

20 4

GSA AASA

Figura 13. Efecto de la restriccion de metionina al 40 y 80% sobre los niveles de los carbonilos
proteicos GSA y AASA en mitocondrias de higado de rata. Valores del grupo control: 4461 + 334
(GSA), 246 + 17 (AASA). Los superindices muestran diferencias significativas con el grupo control;
***(p < 0,001). Los resultados se expresan en pmoles / mol lisina como la media + SEM de 10

animales diferentes.
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Figura 14. Efecto de la restriccion de metionina al 40 y 80% sobre los niveles de los marcadores de
estrés glicooxidativo y/o lipooxidativo en mitocondrias de higado de rata. Valores del grupo control:
300 + 20 (CEL), 2052 + 169 (CML), 478 + 26 (MDAL). Los superindices muestran diferencias
significativas con el grupo: ®control, ®40% RMet; ***(p < 0,001). Los resultados se expresan en

pmoles / mol lisina como la media + SEM de 10 animales diferentes.
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1.1.8. Dano oxidativo al ADN mitocondrial

El dafio oxidativo al ADN mitocondrial se estimé en los distintos grupos experimentales
como la razén 8-oxodG / 10° dG. Como se muestra en la Figura 15, los niveles de este
marcador fueron significativamente menores (p < 0,001) en las ratas 40% RMet y 80% RMet
que en las ratas controles. No se observaron diferencias significativas entre los dos grupos
restringidos (p > 0,05).
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Figura 15. Dafo oxidativo al ADN mitocondrial (8-oxodG / 10° dG) en higado de
ratas controles, 40% RMet y 80% RMet. Los superindices muestran diferencias

significativas con el grupo control; * (p < 0,05). Los valores representan la media +
SEM de 8-10 animales diferentes.
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1.1.9. Anadlisis de la composicion de los acidos grasos de los lipidos totales

En la Tabla 12 se muestran el andlisis de la composicion de los acidos grasos en
mitocondrias de higado de rata. La restriccion de metionina al 40% incremento
significativamente los niveles de los acidos linoleico (18:2n-6) y docosapentanoico (22:5n-3), y
disminuy® los acidos linolénico (18:3n-3) y araquidonico (20:4n-6) en comparacion con el grupo
control. Por su parte, la restriccion de metionina al 80% incrementé de forma significativa los
niveles de los acidos estearico (18:0), linoleico (18:2n-6) y adrénico (22:4n-6), y descendio el
nivel de los acidos palmitico (16:0), palmitoleico (16:1n-7), oleico (18:1n-9), linolénico (18:3n-3),
dihomo-y-linolénico (20:3n-6), y araquidénico (20:4n-6) en relacién al grupo control. Cuando se
compararon ambos niveles de restriccion, en el grupo 80% RMet se encontraron menores
niveles de los acidos palmitico (16:0), palmitoleico (16:1n-7), dihomo-y-linolénico (20:3n-6),
araquidonico (20:4n-6) y mayores de estearico (18:0) y linoleico (18:2n-6) que en el grupo 40%
RMet.

A partir de estos acidos grasos se calcularon las distintas fracciones lipidicas, que se
muestran en la Figura 16. Asi pues, se estudiaron el contenido total en acidos grasos saturados
(SFA) e insaturados (UFA) y, dentro de los insaturados, se analizaron por separado los acidos
grasos monoinsaturados (MUFA) y los poliinsaturados (PUFA), desglosando estos ultimos en
acidos grasos poliinsaturados de la familia n-3 (PUFAN-3) y de la familia n-6 (PUFAN-6). Todas
las fracciones lipidicas estudiadas fueron similares en los tres grupos experimentales (p > 0,05)
excepto los MUFA, que descendieron significativamente en el grupo 80% RMet (p < 0,05) con

respecto a los otros dos (Figura 16).

La longitud de cadena de los acidos grasos de los lipidos hepaticos (ACL) no se vio

alterada en ningun grupo experimental (Figura 17a).

Para analizar la posible variacion en el numero total de dobles enlaces se calculo el
indice de dobles enlaces (DBI). Dicho indice descendid significativamente en el grupo 80%
RMet frente al grupo control (p < 0,01) y al 40% RMet (p < 0,01), no observandose diferencias

entre estos dos ultimos (Figura 17b).

De forma paralela el indice de peroxidizabilidad lipidica (Pl) de los acidos grasos
hepaticos, estimacion de la susceptibilidad de los mismos a la peroxidacion lipidica, sufrid un
descenso significativo en el grupo sometido al mayor nivel de restriccion de metionina (80%) en

comparacion a los otros dos grupos (Figura 17c).
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Tabla 12. Composicion (% mol) de los acidos grasos de las mitocondrias hepaticas en ratas controles,

40% RMet 'y 80% RMet.

Control 40% RMet 80% RMet
14:0 0,41+ 0,03 0,34 + 0,04 0,39 + 0,03
16:0 16,36 + 0,24 16,22 + 0,26 15,43 + 0,23
16:1n-7 0,70 + 0,04 0,69 + 0,06 0,43 + 0,03 %>
18:0 20,20 % 0,41 20,06 + 0,46 22,07 + 0,437
18:1n-9 7,78 £ 0,30 7,61 0,31 6,78 0,35
18:2n-6 15,85 £ 0,23 17,82 £0,45%" 19,84 + 0,48 %" >
18:3n-3 0,25+ 0,02 0,17 £0,01%" 0,20 £ 0,01*
20:3n-6 0,18 £ 0,01 0,19 £ 0,01 0,14 + 0,007 "
20:4n-6 32,07+ 0,17 30,38+ 0,15*" 27,73+0,46%"
22:4n-6 1,55+ 0,10 1,71+ 0,14 1,99 0,13
22:5n-6 0,45+ 0,02 0,50 £ 0,02 0,50 + 0,03
22:5n-3 0,32 0,02 0,44 +£0,02%" 0,37 £ 0,02
22:6n-3 3,82+0,10 3,82+0,14 4,09 0,08

Los superindices muestran diferencias significativas con el grupo: ®control, ®40% RMet; *(p < 0,05), **(p <

0,01), ***(p < 0,001). Los resultados se expresan como la media + SEM de 10 animales en todos los

casos.
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Figura 16.Efecto de la restriccion de metionina al 40 y al 80% sobre las distintas

fracciones lipidicas en mitocondrias de higado de rata. Los superindices muestran

diferencias significativas con el grupo: ®control, °40% RMet; *(p < 0,05). Los

resultados se expresan como la media + SEM del % de moles de cada fraccion de 10

animales diferentes.
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Figura 17. Efecto de la restriccion de metionina al 40 y 80% sobre: a) la longitud media de cadena (ACL),

b) el indice de dobles enlaces (DBI), y c) el indice de peroxidizabilidad (PI) de los lipidos en mitocondrias

de higado de rata. Los superindices muestran diferencias significativas con el grupo: ®control; °40%

RMet; **(p < 0,01), ***(p < 0,001). Los valores representan la media + SEM de 10 animales diferentes en

todos los casos.
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MODELO 1.2. RESTRICCION DE METIONINA AL 40% EN CEREBRO Y RINON

1.2.1. Peso de animales y érqganos

De acuerdo con lo observado en el estudio anterior, la restriccion de metionina al 40%
(RMet) no alterd significativamente la evolucion del peso corporal ni durante las 7 semanas de
duracién del tratamiento dietético ni al final de dicho periodo (Figura 18). Asimismo, no hubo

cambios significativos en el peso de ningun érgano al final del periodo experimental (Tabla 13).
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Figura 18. Variacion del peso corporal (g) durante el periodo experimental de los animales
controles y restringidos en metionina al 40% (RMet). No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos experimentales. Los resultados se expresan como la media + SEM de 8

animales diferentes.
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Tabla 13. Peso de los 6rganos (g) de los animales controles y RMet.

Control RMet
Higado 9,09 £ 0,15 9,13+0,14
Corazoén 0,88 + 0,05 0,84 + 0,03
Bazo 0,59 + 0,03 0,63 + 0,04
Rifiéon 1,98 £ 0,04 2,09 + 0,07
Cerebro 1,85+ 0,04 1,94 £ 0,07

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Los resultados se

expresan como la media £+ SEM de 6-8 animales diferentes.

1.2.2. Consumo de oxigeno mitocondrial

En la Tabla 14 se reflejan los valores del consumo de oxigeno en mitocondrias de
cerebro y rindn de ratas controles y RMet. Como se puede apreciar, mientras que el consumo
de oxigeno mitocondrial fue similar tanto en el estado 4 como en el 3 en mitocondrias de rifidn
de animales controles y RMet (p > 0,05 en todos los casos), en el caso de las mitocondrias de
cerebro la restriccion de metionina al 40% dio lugar a un incremento significativo en el
consumo de oxigeno mitocondrial en el estado fosforilante (estado 3), mientras que no se

alteraron los valores del mismo en el estado de reposo (estado 4).

Por su parte, no se encontraron diferencias significativas en el RCR entre los grupos

control y RMet con ninguno de los sustratos empleados (Tabla 15).
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Tabla 14. Efecto de la restriccion de metionina al 40% sobre la tasa de consumo de oxigeno en

mitocondrias de cerebro y rifidn de rata suplementadas con piruvato-malato, glutamato-malato y succinato

(y rotenona) como sustratos en ausencia (estado 4) y en presencia (estado 3) de ADP.

Cerebro Rifién
Sustrato Control RMet Control RMet
Piruvato-malato 112+14 12,7+0,5 248+27 279+18
(Estado 4)
Piruvato-malato 224+15 279+21* 924 +8,6 93,4+59
(Estado 3)
Glutamato-malato 13,8+23 16,2+ 0,7 249+25 292+20
(Estado 4)
Glutamato-malato 238+19 30,3+1,7* 805+7,0 80,8 +10,0
(Estado 3)
Succinato + rotenona 15,5+1,7 176+0,9 76,7+3,9 76,8 +5,3
(Estado 4)
Succinato + rotenona 20,3+0,8 28,0+29* 166,2+ 21,4 190,6 + 13,7

(Estado 3)

Los resultados se expresan en nanomoles de O, / min x mg proteina mitocondrial. Los asteriscos indican

diferencias significativas entre los grupos experimentales; *(p < 0,05). Los valores representan la media +

SEM de 8 animales diferentes.

Tabla 15. Efecto de la restriccion de metionina al 40% sobre el indice de control respiratorio (RCR) en

mitocondrias de cerebro y rifidén de rata suplementadas con piruvato-malato, glutamato-malato y succinato

(y rotenona).

Cerebro Rifién
Sustrato Control RMet Control RMet
Piruvato-malato 22+0,3 2,2+0,2 3,9+0,3 3,5+£0,3
Glutamato-malato 2,0+0,3 2,0+0,2 3,4+0,3 28+0,3
Succinato + rotenona 1,5+0,1 1,6 £0,1 25+0,1 25+0,0

No se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales. Los resultados se

expresan como la media £+ SEM de 8 animales diferentes.

-103 -



Resultados

1.2.3. Produccién mitocondrial de radicales libres

En cerebro de rata, la restriccion de metionina al 40% disminuyd la produccion basal de
radicales libres en el complejo | con piruvato-malato pero no con glutamato-malato como
sustratos (Figura 19a); sin embargo, no alteré la produccion maxima de ROS por parte de este
complejo cuando se anadid rotenona a las mitocondrias de cerebro suplementadas con
piruvato-malato ni con glutamato-malato (maximo estado de reduccion del complejo |; Tabla
16).

Por su parte, cuando se estudié la produccion de ROS en mitocondrias de rifidn, se
aprecié un descenso en la produccion basal de radicales libres por parte del complejo | con
piruvato-malato y glutamato-malato como sustratos, pero soélo alcanzé la significacion
estadistica (p < 0,05) en el segundo de los casos (Figura 19b). Al igual que se observé en
cerebro, la restriccion de metionina no cambié los niveles maximos de produccion de ROS en

el complejo | en mitocondrias de riidn (Tabla 16).

La tasa de producciéon basal de ROS por parte del complejo Il (con succinato y
rotenona) no varié entre los grupos control y RMet ni en mitocondrias de cerebro (Figura 20a)
ni de rindn (Figura 20b), y lo mismo puede decirse cuando se analizé la tasa maxima de
producciéon de ROS por parte de este complejo, es decir, cuando el complejo Il se reduce
completamente tras afiadir antimicina A a las mitocondrias suplementadas con succinato y
rotenona (Tabla 16). Cuando los ensayos con succinato se llevaron a cabo en ausencia de
rotenona (permitiendo asi el flujo reverso de electrones hacia el complejo 1), aunque los niveles
de radicales libres fueron mayores que en los ensayos realizados en presencia de rotenona,
tampoco se encontraron variaciones entre los grupos experimentales (p > 0,05) en ninguno de

los dos 6rganos analizados (Figura 20a y b).
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Figura 19. Efecto de la restriccion de metionina al 40% sobre la tasa basal de produccion de H.O;
(nanomoles de H>O, / min x mg proteina mitocondrial) por parte del complejo | en mitocondrias de: a)
cerebro y b) rifidn de ratas controles y RMet con piruvato-malato y glutamato-malato como sustratos. Los
superindices muestran diferencias significativas entre los grupos experimentales; *(p < 0,05), **(p <

0,01). Los resultados se expresan como la media £+ SEM de 8 animales diferentes.
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Figura 20. Efecto de la restriccion de metionina al 40% sobre las tasa de produccion de H2O, (nanomoles de
H20, / min x mg proteina mitocondrial) en mitocondrias de: a) cerebro y b) rifidn de rata suplementadas con
succinato (con y sin rotenona). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales.

Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 animales diferentes.

Tabla 16. Tasas maximas de produccion de H>.O, (nanomoles de H,O2 / min x mg proteina mitocondrial)
en los complejos | y Ill, en presencia de inhibidores de la cadena respiratoria en mitocondrias de cerebro y

rifndn de ratas controles y RMet.

Cerebro Rinon

Sustrato Control RMet Control RMet

Piruvato-malato+ 594, 9041 0245+0,058 | 1,059+0085 1,071 0,117

rotenona

CGlutamato-malato + ;05,5019  0209+0,040 | 1,076+0,091 0,097 +0.128

rotenona

Succinato +rotenona+ ;55,005 081040063 | 84640521 7,705+ 0,765

antimicina A

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Los resultados se expresan

como la media + SEM de 8 animales diferentes.
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1.2.4. Fuga de radicales libres

La restriccion de metionina generé un descenso en la fuga de radicales libres en
cerebro de rata con todos los sustratos empleados, descenso que fue significativo (p < 0,05)
con piruvato-malato pero no con glutamato-malato ni con succinato (y rotenona) como

sustratos (Figura 21).

Con respecto al riidn, la fuga de radicales libres fue significativamente menor en el
complejo | de la cadena respiratoria tanto con piruvato-malato (p < 0,05) como con glutamato-
malato (p < 0,01) como sustratos, y no se alteré cuando el sustrato empleado fue succinato (y

rotenona; Figura 22).

Cerebro

H Control (1 RMet

= = =
[S) %) ~
1 1 ]

Fuga de Radicales Libres (%)

Piruvato-malato Glutamato-malato Succinato y rotenona

Figura 21. Efecto de la restriccion de metionina al 40% sobre la fuga de radicales
libres (%) en mitocondrias de cerebro de rata, en presencia de piruvato-malato,
glutamato-malato o succinato (y rotenona) como sustratos. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los grupos experimentales; *(p < 0,05). Los resultados

se expresan como la media + SEM de 7-8 animales diferentes.
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Figura 22. Efecto de la restriccion de metionina al 40% sobre la fuga de radicales
libres (%) en mitocondrias de rifibn de rata en presencia de piruvato-malato,
glutamato-malato o succinato (y rotenona) como sustratos. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los grupos experimentales; *(p < 0,05), **(p < 0,01).

Los resultados se expresan como la media £+ SEM de 7-8 animales diferentes.
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1.2.5. Cantidad de los complejos de la cadena de transporte de electrones

mitocondrial

La abundancia de los complejos proteicos I, I, Ill y IV de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial en cerebro de ratas controles y RMet se muestra en las Figuras 23, 24
y 25.

En todos los casos se encontraron menores niveles en el grupo RMet que en el control,
pero los cambios detectados para los complejos Il y IV no alcanzaron la significacién
estadistica (p > 0,05; Figura 25); sin embargo, la restriccion de metionina si consiguié

descender significativamente el contenido de los complejos | y IlI (Figuras 23 y 24).

La menor abundancia del complejo | se observé tanto con anticuerpos para la
subunidad NDUFS3, de 30KDa (25% de descenso) como para la subunidad NDUFA9, de
39KDa (43%) (Figura 23) y, en el caso del complejo Ill (el otro complejo de la cadena
respiratoria mitocondrial capaz de generar ROS), la menor abundancia también se observé con
anticuerpos frente a las dos subunidades analizadas (Figura 24), la proteina Rieske, de 29KDa
(34%), y CORE 2, de 48KDa (40%).
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Figura 23. Cantidad de las subunidades 30KDa y 39KDa del complejo | de la cadena
respiratoria, medida como el cociente de unidades del complejo / unidades porina, en
cerebro de ratas controles y restringidas en metionina. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los grupos experimentales; * (p < 0,05), ***(p < 0,001).

Los resultados se expresan como la media + SEM de 5-7 animales diferentes.
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Figura 24. Cantidad de las subunidades 29KDa y 48KDa del complejo Il de la cadena
respiratoria, estimada como el cociente de unidades del complejo / unidades porina, en
cerebro de ratas controles y restringidas en metionina. Los asteriscos indican

diferencias significativas entre los grupos experimentales; *(p < 0,05), ***(p < 0,001).
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Los resultados se expresan como la media + SEM de 5-7 animales diferentes.
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Figura 25. Cantidad de los complejos Il (subunidad 70KDa) y IV (subunidad 57KDa)
de la cadena respiratoria, estimada como el cociente de unidades del complejo /
unidades porina, en cerebro de ratas controles y restringidas en metionina. No se

encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Los resultados
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se expresan como la media £+ SEM de 5-7 animales diferentes.
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1.2.6. Cantidad de AIF, PGC-1a y UCP4

La abundancia relativa de la flavoproteina mitocondria AlF, estimada como el cociente
entre los moles de AIF y los de porina, descendio en el cerebro de las ratas restringidas en
metionina, en relacién a las controles, pero dicho descenso no resulté ser significativamente

estadistico (p > 0,05; Figura 26a).

Por su parte, los nivel de la proteina mitocondrial UCP4 y del factor de biogénesis

mitocondrial PGC-1a se incrementaron significativamente con la restriccion de metionina (p <

0,05 en ambos casos) (Figuras 26b y c).
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Figura 26. Abundancia de: a) AlF, b) UCP4 y c) PGC-1a, cuantificadas por densitometria como unidades
arbitrarias normalizadas para porina (AIF) o actina (UCP4 y PGC-1a) en cerebro de ratas controles y
restringidas en metionina. Los superindices muestran diferencias significativas entre los grupos

experimentales; *(p < 0,05). Los valores representan la media + SEM de 5-7 muestras.

1.2.7. Dano oxidativo a proteinas

En las Figuras 27 y 28 se recogen los distintos marcadores especificos de oxidacion,
lipooxidacion y glicooxidacion en proteinas de cerebro de ratas Wistar tras ser sometidas a

restriccion de metionina durante 7 semanas.

La comparacién entre ratas controles y tratadas revelé que la restriccion de metionina
esta asociada a diferencias relevantes en los niveles de los distintos marcadores de dafio a
proteinas analizados. Todos los marcadores analizados (GSA, AASA, CML, CEL y MDAL)
mostraron niveles significativamente menores en el grupo RMet, con una media de descenso
de un 40%. La magnitud del descenso fue de cerca del 30% para GSA, 52% para AASA
(Figura 27), 46% para CEL, 24% para CML y 53% en el caso de MDAL (Figura 28), sugiriendo
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pues un menor estatus generalizado del dafio oxidativo a proteinas inducido por la restriccién

de metionina.
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Figura 27. Efecto de la restriccion de metionina sobre los niveles de los carbonilos proteicos
GSA y AASA en proteinas de cerebro de rata. Valores del grupo control: 8240 + 403 (GSA),
197 £ 6 (AASA). Unidades = umoles / mol lisina. Los superindices muestran diferencias
significativas con el grupo control; *** (p<0,001). Los resultados se expresan como la media

+ SEM de 5-7 animales diferentes.

B Control @ RMet

120 q
5 90 1
—
=
c
8
8 skoskok
60 -
2 T
E) EIEEEEE,
(] EEEEEEEE
© AELEELLE,
o EIEEEELE,
° 30 4 I ELE,
EIEEEEE
EIEEEEE
SIS,
EIEEEEE
EIEEEEL,
0 EEEEEELE,
1
CEL CML MDAL

Figura 28. Efecto de la restriccion de metionina sobre los niveles de estrés glicooxidativo
y/o lipooxidativo en proteinas de cerebro de rata. Unidades = pmoles / mol lisina. Valores
del grupo control: 319 + 19 (CEL), 1917 £ 130 (CML), 337 + 18 (MDAL). Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto al grupo control; *(p < 0,05), ***(p < 0,001). Los

resultados se expresan como la media + SEM de 5-7 animales diferentes.
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1.2.8. Dano oxidativo al ADN mitocondrial

Como se aprecia en la Figura 29, el dafio oxidativo al ADN mitocondrial, estimado
como el cociente 8-oxodG / 10° dG, fue significativamente menor (p < 0,05) en el riidon de los
animales restringidos en metionina al 40% que en el de los controles. En cerebro, sin embargo,
la restriccion de metionina al 40% generd un ligero descenso en los niveles de dano oxidativo

al ADN mitocondrial, pero dicho descenso no alcanzd la significacion estadistica (p > 0,05).
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Figura 29. Dafio oxidativo al ADN mitocondrial (8-oxodG / 10° dG) en cerebro y rifion de
ratas controles y RMet. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos
control y RMet; *(p < 0,05). Los valores representan la media + SEM de 6-8 animales

diferentes.

1.2.9. Anadlisis de la composicion de los acidos grasos de los lipidos totales

La restriccién de metionina alteré la composicion en acidos grasos de los lipidos totales
de cerebro de rata (Tabla 17). Como se observa, en el grupo RMet el nivel de los acidos oleico
(18:1n-9), linoleico (18:2n-6), docosapentanocico de la serie 3 (22:5n-3) y 6 (22:5n-6), y
nervonico (24:1n-9) se incremento significativamente en relacion al grupo control, mientras que
se observo un significativo descenso en el nivel de los acidos grasos altamente insaturados

araquidonico (20:4n-6), adrénico (22:4n-6) y docosahexanoico (22:6n-3).

En lo que se refiere a las distintas fracciones lipidicas (Figura 30), el total de acidos

grasos saturados (SFA) e insaturados (UFA) fue similar en ambos grupos (p > 0,05); sin
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embargo, dentro de la fraccién de insaturados, la restriccion de metionina provocd un
incremento significativo en el nivel de acidos monoinsaturados (MUFA; p < 0,01) y un descenso
en el de poliinsaturados (PUFA; p < 0,001) y, en particular, en los PUFA de la serie 6 (p <
0,001).

La composicion acil de la membrana indica que las membranas de cerebro mantienen
una longitud media de cadena (ACL) de &cidos grasos similar, de cerca de 18 atomos de

carbono (p > 0,05) en las ratas controles y restringidas en metionina (Figura 31a).

Sin haberse observado cambios en la cantidad de UFA, el indice de dobles enlaces
(DBYI), y el indice de peroxidizabilidad (PI) descendieron significativamente en el grupo RMet,

en un 5,2% y 6,8%, respectivamente (Figuras 31ay b).

Tabla 17. Composicién en acidos grasos de los lipidos de cerebro en ratas controles y restringidas en

metionina.

Control RMet
14:0 0,32+ 0,05 0,26 + 0,02
16:0 22,99 + 0,29 22,78 + 0,30
16:1n-7 0,27 £ 0,01 0,30 + 0,008
18:0 22,28 +0,19 21,82 + 0,56
18:1n-9 19,10 £ 0,25 22,08 £ 0,73**
18:2n-6 0,82+ 0,03 1,00 £ 0,04*
20:0 1,19+ 0,10 1,43+0,14
20:3n-6 0,15 + 0,004 0,14 £ 0,004
20:4n-6 13,03 +£0,12 10,70 £ 0,49**
22:4n-6 3,52+ 0,04 2,86 + 0,09%***
22:5n-6 0,46 + 0,01 0,56 + 0,03*
22:5n-3 1,10 £ 0,07 1,54 + 0,05%**
22:6n-3 14,25 + 0,08 13,70 £ 0,11%*
24:0 0,14 + 0,004 0,41 £ 0,20
24:1n-9 0,28 + 0,01 0,32 + 0,008*

e —— e
Unidades: % mol. Los asteriscos indican diferencias significativas entre grupos; *(p < 0,05), **(p < 0,01),

*#%(p < 0,001). Los valores representan la media + SEM de 7 muestras diferentes.
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Figura 30. Efecto de la restriccion de metionina sobre las distintas fracciones lipidicas en cerebro de rata.
Los superindices indican diferencias significativas con el grupo control; **(p < 0,01), ***(p < 0,001). Los

valores representan la media £+ SEM del % de moles de cada fraccion de 7 muestras diferentes.
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Figura 31. Efecto de la restriccion de metionina sobre: a) la longitud media de cadena (ACL), y b) el
indice de dobles enlaces (DBI) y el indice de peroxidizabilidad (Pl) de los lipidos en cerebro de rata. Los
asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos control y RMet; ***(p < 0,001). Los valores
representan la media + SEM de 5-7 animales diferentes.
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MODELO 1.3. RESTRICCION AL 40% DE TODOS LOS AMINOACIDOS DE LA
DIETA EXCEPTO METIONINA EN HIGADO

1.3.1. Peso de animales y érqganos

El peso corporal de las ratas Wistar sometidas a una restriccion del 40% en todos los
aminodcidos de la dieta excepto la metionina (RAAS) no varié significativamente en relacion
con las ratas pertenecientes al grupo control (p > 0,05) ni durante las 7 semanas de restriccion

ni al final de dicho periodo experimental, como se aprecia en la Figura 32.

La Tabla 18 recoge el peso de los distintos 6rganos al final del tratamiento dietético.
Como se puede observar, el tamafio del rifidn fue significativamente menor (p < 0,001) en el

grupo RAAS que en el control, no observandose diferencias en el resto de los drganos (p >

0,05).
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Figura 32. Variacion del peso corporal (g) durante las 7 semanas de periodo experimental de los
animales controles y restringidos al 40% en todos los aminoacidos de la dieta excepto en
metionina (RAAS). No se encontraron diferencias significativas. Los resultados se expresan

como la media £ SEM de 8 animales diferentes.
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Tabla 18. Peso de los 6rganos (g) de los animales controles y RAAS.

Control RAAS

Higado 8,96 + 0,37 8,57 £ 0,29

Corazoén 0,87 + 0,04 0,84 + 0,02

Bazo 0,54 + 0,02 0,50 + 0,01
Rifi6on 2,10 £ 0,05 1,83 £ 0,03%**

Cerebro 2,01 +£0,03 2,02 + 0,06

Los asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos control y RAAS; ***(p < 0,001). Los

resultados representan la media + SEM de 8 animales diferentes.

1.3.2. Consumo de oxigeno mitocondrial

La tasa de consumo de oxigeno se midi6 en ausencia (estado 4) y en presencia
(estado 3) de ADP en mitocondrias hepaticas aisladas a partir de ratas controles y RAAS,

empleando para ello distintos sustratos de la cadena respiratoria mitocondrial.

La adicion de ADP estimul6 significativamente el consumo de oxigeno desde el estado
no fosforilante (estado 4) al fosforilante (estado 3) en todos los casos, lo cual es un indicativo

de la buena calidad de las preparaciones mitocondriales.

Cuando se compard la intensidad de consumo de oxigeno entre los grupos
experimentales no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) con ningun sustrato ni en

el estado no fosforilante ni en el fosforilante (Tabla 19).
Del mismo modo, tampoco se encontraron diferencias en el RCR con ninguno de los

sustratos empleados (Tabla 20), presentando dicho parametro los valores mas elevados con

glutamato-malato.
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Tabla 19. Efecto de la restriccion al 40% de todos los aminoacidos excepto la metionina sobre la tasa de
consumo de oxigeno en mitocondrias de higado de rata suplementadas con distintos sustratos en

ausencia (estado 4) y en presencia (estado 3) de ADP.

Sustrato Control RAAS

Piruvato-malato
Estado 4 6,9+0,8 74+09
Estado 3 23,517 245+22
Glutamato-malato
Estado 4 9,4 +1 9+0,6
Estado 3 91,1+3,9 88,939
Succinato + rotenona
Estado 4 2827 26,519
Estado 3 112,11+ 8,3 103,5+6,7
Los resultados se expresan en nanomoles de O, / min x mg proteina mitocondrial. No se encontraron

diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales. Los valores se expresan como la

media + SEM de 8 animales diferentes.

Tabla 20. Efecto de la restriccion de aminoacidos (excepto metionina) al 40% sobre el RCR en

mitocondrias de higado de rata suplementadas con distintos sustratos.

Control RAAS
Piruvato-malato 3,7+0,5 3,8+0,8
Glutamato-malato 10,4 + 1 10,3+ 1
Succinato + rotenona 4,1+0,2 4,1+0,2

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos. Los valores se expresan como la media *

SEM de 8 animales diferentes.
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1.3.3. Produccién mitocondrial de radicales libres

La restriccion de aminoacidos al 40% (excepto metionina) no varid la intensidad de
producciéon basal de radicales libres en mitocondrias de higado cuando estas fueron
suplementadas con los sustratos de union al complejo | piruvato-malato (Figura 33a) y
glutamato-malato (Figura 33b), ni cuando lo fueron con el sustrato de unién al complejo I
succinato (y rotenona; Figura 33b), indicando de este modo que la produccién basal de ROS no

se vio alterada con la restriccion de aminoacidos ni en el complejo | ni en el lIl.

Al comparar la produccion mitocondrial de radicales libres entre mitocondrias
suplementadas unicamente con succinato (Figura 34a) y mitocondrias suplementadas con
dicho sustrato y rotenona (Figura 34b) se obtuvo lo esperado: un incremento significativo de la
produccién de radicales libres en ausencia del inhibidor debido al flujo reverso de electrones

que en este caso ocurre hacia el complejo I.

La Tabla 21 recoge las tasas maximas de produccion de ROS por los complejos
respiratorios cuando estos estan completamente reducidos. El inhibidor respiratorio rotenona
se afiadié a las preparaciones mitocondriales suplementadas con piruvato-malato y con
glutamato-malato para reducir completamente el complejo | y estudiar asi la produccion
maxima de radicales libres por parte de dicho complejo. La produccién de ROS fue menor en el
grupo RAAS que en el control, alcanzando la significacion estadistica (p < 0,05) solo en el caso

del glutamato-malato pero no en el de piruvato-malato.

La adicion del inhibidor antimicina A se empled para estudiar la produccion maxima de
radicales libres del complejo Il (completamente reducido). No se observaron diferencias

significativas (p > 0,05) entre los grupos experimentales.

0,05 - A) Piruvato-malato 01 - B) Glutamato-malato
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R c
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Figura 33. Efecto de la restriccion al 40% de todos los aminoacidos de la dieta excepto la metionina sobre
la tasa de produccién basal de radicales libres (nanomoles de H>O, / min x mg proteina mitocondrial) en
el complejo | de la cadena respiratoria. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos

experimentales (p > 0,05). Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 animales diferentes.
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Figura 34. Tasa de produccion de H»O2 (nanomoles de H>O, / min x mg proteina
mitocondrial) en mitocondrias de higado de ratas controles y RAAS suplementadas con a)
succinato y b) succinato y rotenona. No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos experimentales. Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 animales

diferentes.

Tabla 21. Tasas maximas de produccion de H202 (nanomoles de H20- / min x mg proteina mitocondrial)
en presencia de inhibidores de la cadena respiratoria en mitocondrias de higado de ratas controles y
RAAS.

Control RAAS
Piruvato-malato + rotenona 0,135 + 0,008 0,115 +0,011
Glutamato-malato + rotenona 0,161 £ 0,012 0,134 +0,007*
Succinato + rotenona + antimicina A 0,826 £ 0,043 0,843 + 0,061

Los superindices muestran diferencias significativas entre los grupos experimentales; *(p < 0,05). Los

resultados se expresan como la media £+ SEM de 8 animales diferentes.
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1.3.4. Fuga de radicales libres

Cuando se comparé la fuga de radicales libres (%) entre los grupos control y RAAS,
aunque con todos los sustratos empleados se observd un descenso en el grupo restringido,

esta diferencia no resulto ser significativa (p > 0,05) en ninguno de los casos (Figura 35).

H Control 88 RAAS

0,6 -

0,5 A

04 -

0,3 A

0,2 -

0,1 1

Fuga de Radicales Libres (%)

Piruvato-malato Glutamato-malato Succinato + rotenona

Figura 35. Efecto de la restriccion al 40% de todos los aminoacidos de la dieta excepto la
metionina sobre la fuga de radicales libres en los complejos | y Il de la cadena respiratoria
mitocondrial. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales
en ningun caso (p > 0,05). Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 animales
diferentes.
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1.3.5. Cantidad de los complejos de la cadena de transporte de electrones

mitocondrial

De acuerdo a la ausencia de efecto de la restriccion de aminoacidos sobre la
producciéon mitocondrial de ROS, y tal como se observa en la Tabla 22, no se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) en la abundancia relativa de ninguno de los 4 complejos de

la cadena respiratoria mitocondrial entre los grupos control y RAAS.

Tabla 22. Abundancia relativa de los complejos respiratorios mitocondriales en mitocondrias de higado
de ratas controles y RAAS.

Control RAAS
Complejo I- sub 30KDa 100 £ 8,77 87,38 £ 4,17
Complejo I- sub 39KDa 100 + 9,57 94,45 + 3,08
Complejo lI-sub 70KDa 100 + 11,51 125.67 + 8,13
Complejo llI- sub 29KDa 100 + 11.44 85,19 £ 5,55
Complejo llI-sub 48KDa 100 + 8,64 80,09 £ 4,30
Complejo IV-sub 57KDa 100 £ 5,94 90,10 + 13,80

Los resultados se expresan en unidades arbitrarias normalizadas para porina. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos control y RAAS en ninguno de los casos. Los resultados se

expresan como la media + SEM de 5-7 animales diferentes.
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1.3.6. Cantidad de AIF, SIRT1, PGC-1a y NRF-2

La Figura 36 muestra la abundancia de los factores de biogénesis mitocondrial PGC-1a

y NRF-2, asi como de las proteinas AIF y SIRT1.

Los niveles de los factores de biogénesis mitocondrial PGC-1a y NRF-2 no presentaron
diferencias significativas (p > 0,05) entre los grupos experimentales. Sin embargo, AIF
descendio significativamente, en un 18% (p < 0,05), y SIRT1 se incrementd de forma también

significativa (un 26%; p < 0,05) en el grupo RAAS en relacién al control.
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Figura 36. Cantidad de AIF, SIRT1, PGC-1a y NRF-2, cuantificadas por densitometria como unidades
arbitrarias normalizadas para porina (AlF) o actina (SIRT1, PGC-1a y NRF-2) en higado de ratas controles
y RAAS. Los asteriscos muestran diferencias significativas con el grupo control; *(p < 0,05). Los valores

representan la media £ SEM de 5-7 muestras.
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1.3.7. Dano oxidativo a proteinas

Los distintos marcadores especificos de oxidacion, glicooxidacion y lipooxidacion
proteica analizados se muestran en las Figuras 37 y 38. Todos ellos mostraron valores
significativamente menores en el grupo RAAS que en el control. Los descensos abarcaron
desde un 21% en CML hasta un 39% en AASA, con una media de descenso del 28% para los

cinco marcadores proteicos considerados en conjunto.

B Control &2 RAAS

120 4

% del grupo control

GSA AASA
Figura 37. Efecto de la restriccion de todos los aminoacidos de la dieta al 40% excepto la metionina

sobre los niveles de los carbonilos proteicos GSA y AASA en proteinas de higado de rata. Valores del
grupo control: 4460,28 + 166,02 (GSA), 149,77 + 2,13 (AASA). Unidades = pmoles / mol lisina. Los
asteriscos muestran diferencias significativas entre los grupos experimentales; *(p<0,05), **(p<0,01),
**%(p<0,001). Los resultados se expresan como la media + SEM de 7-8 animales diferentes.
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Figura 38. Efecto la restriccion de todos los aminoacidos de la dieta al 40% excepto la metionina sobre
los niveles de los marcadores de estrés glicooxidativo y/o lipooxidativo en proteinas de higado de rata.
Valores del grupo control: 385,37 + 4,92 (CEL), 1500,62 + 118,71 (CML), 330,80 + 25,31 (MDAL).
Unidades = pmoles / mol lisina. Los asteriscos muestran diferencias significativas entre los grupos
experimentales; *(p<0,05), **(p<0,01). Los resultados se expresan como la media + SEM de 7-8

animales diferentes.
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1.3.8. Dano oxidativo al ADN mitocondrial

El dafio oxidativo al ADN mitocondrial se estimé como el ratio 8-oxodG / 10° dG v,
como se aprecia en la Figura 39, no se obtuvieron diferencias significativas (p > 0,05) cuando

se compararon los niveles de este parametro entre los grupos experimentales.

8ox0dG / 10°dG

Control RAAS

Figura 39. Dafio oxidativo (8-oxodG / 10° dG) al ADN mitocondrial en higado de ratas controles y
RAAS. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales (p > 0,05). Los

resultados se expresan como la media £+ SEM de 8 animales diferentes.

1.3.9. Anadlisis de la composicion de los dacidos grasos de los lipidos totales

La Tabla 23 refleja el efecto de la restriccion al 40% de todos los aminoacidos de la

dieta excepto la metionina sobre la composicién completa de los acidos grasos de los lipidos
de las mitocondrias hepaticas.

Entre los diferentes acidos grasos analizados, solo se observaron cambios
significativos para los acidos grasos linoleico (18:2n-6), que aumentd en el grupo RAAS, vy
araquidonico (20:4n-6), que descendio en dicho grupo.

Esto resulté en descensos significativos en el DBI (Figura 40b) y en el Pl (Figura 40c)
en el grupo RAAS, mientras que no varié la cantidad total de ninguna de las fracciones lipidicas
analizadas, SFA, UFA, MUFA o PUFA, estos ultimos analizados tanto en conjunto como
desglosados en PUFA de la serie 3 y de la serie 6 (Figura 41).
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Por su parte, la longitud media de cadena de los acidos grasos (ACL) descendio
significativamente (p < 0,05) en los animales RAAS, probablemente debido a la sustitucion

parcial de acido araquiddnico por linoleico en dicho grupo (Figura 40a).

Tabla 23. Composicion (% mol) de los acidos grasos de las mitocondrias hepaticas en ratas controles y
RAAS.

Control RAAS
14:0 0,27 £ 0,04 0,31+ 0,05
16:0 16,63 £ 0,27 16,84 + 0,39
16:1n-7 1,29+0,13 1,34 £ 0,12
18:0 18,68 + 0,48 18,19 £ 0,24
18:1n-9 7,97 £ 0,30 8,50+ 0,19
18:2n-6 15,11 +0,13 16,38 £ 0,41*
18:4n-6 0,89 0,07 1,04 £ 0,08
20:0 0,20 + 0,05 0,15+ 0,02
20:1n-9 0,26 + 0,03 0,22 + 0,01
20:2n-6 0,61+ 0,07 0,59 + 0,02
20:3n-6 0,26 + 0,04 0,35+ 0,02
20:4n-6 30,31+ 0,22 28,98 + 0,31**
22:0 1,08 £ 0,05 1,28 £ 0,08
24:0 0,42 £ 0,07 0,49 + 0,03
22:6n-3 5,93 + 0,26 5,27 + 0,18

Los asteriscos muestran diferencias significativas entre los grupos control y RAAS; *(p < 0,05), **(p <

0,01). Los resultados representan la media + SEM de 7-8 animales.
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Figura 40. Efecto de la restriccion de todos los aminoacidos de la dieta excepto la metionina al 40%
sobre: a) la longitud media de cadena (ACL), b) el indice de dobles enlaces (DBI), y c) el indice de
peroxidizabilidad (Pl) de los lipidos en mitocondrias de higado de rata. Los asteriscos muestran
diferencias significativas entre los grupos control y RAAS; **(p < 0,01). Los resultados representan la

media * SEM de 7-8 animales.
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Figura 41. Efecto de la restriccion de aminoacidos al 40% excepto la metionina sobre las
diferentes fracciones lipidicas, en mitocondrias de higado de rata. No se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) entre los grupos control y RAAS para ninguna de las
fracciones estudiadas. Los resultados se expresan como la media + SEM del % de moles

de cada fraccion de 7-8 animales diferentes.
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1.3.10. Estudio de los metabolitos de la metionina

El tratamiento al 40% de restriccién de todos los aminoacidos de la dieta excepto la
metionina no altero significativamente (p > 0,05) los niveles de los metabolitos del ciclo de la
metionina S-adenosilmetionina (SAM) y S-adenosilhomocisteina (SAH), ni tampoco el ratio
SAM / SAH, indicativo del potencial de metilacion (Tabla 24).

Tabla 24. Efecto de la restriccion de todos los aminoacidos de la dieta al 40% excepto la metionina sobre

los metabolitos de la metionina en higado de rata.

Control RAAS

S-Adenosilmetionina (SAM)

nmol / mg proteina 2,34 +0,16 2,38 £ 0,26

nmol / g tejido 201,80 + 10,60 184,81 £ 9,82
S-Adenosilhomocisteina (SAH)

nmol / mg proteina 0,45+ 0,07 0,43 £ 0,05

nmol / g tejido 39,82 + 4,56 34,43 +4,04
Ratio SAM / SAH* 5,63 £ 0,47 5,65+ 0,43

No se encontraron diferencias entre los distintos grupos experimentales. Los resultados se expresan
como la media + SEM de 7-8 muestras.
*Ratio SAM / SAH: Potencial de metilacion.

1.3.11. Contenido total de nucledtidos de adenina

Para comprobar los efectos bioenergéticos de la restriccion de todos los aminoacidos

de la dieta al 40% excepto la metionina a nivel tisular se analizaron los nucleétidos de adenina.

Como se observa en la Figura 42, los niveles de los nucledtidos ATP y ADP
descendieron significativamente, un 67% y 33%, respectivamente, en el grupo RAAS en
relacién al control, mientras que los niveles de AMP fueron similares en ambos grupos
experimentales (p > 0,05). El descenso en la suma total de los nucleétidos de adenina (Figura
43b) también alcanzé la significacion estadistica (p < 0,05), a pesar de la ausencia de cambios

en los niveles de AMP.
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Ademas, la restriccion de aminoacidos también descendié significativamente el

cociente ATP / ADP (un 53%; Figura 43a) y la carga energética total (23% de descenso; Figura

43c).
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BN (]

ATP ADP

AMP
Figura 42. Efecto de la restriccion de todos los aminoacidos de la dieta al 40% excepto de la metionina
sobre el contenido en ATP, ADP y AMP en higado de rata. Unidades

nmoles / mg proteina. Los

asteriscos muestran diferencias significativas con el grupo control; *(p < 0,05). Los valores representan la

media + SEM de 7-8 muestras.
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Figura 43. Efecto de la restriccion de todos los aminoacidos de la dieta

0,6 q

04 1

0.2 1

Control
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RAAS

al 40% excepto de la metionina

sobre el ratio ATP / ADP, la carga total de nucledtidos de adenina y la carga energética (ATP +

0,5*ADP) / (ATP + ADP + AMP) en higado de rata. Los asteriscos muestran diferencias significativas

con el grupo control; *(p < 0,05), **(p < 0,01). Los valores representan la media + SEM de 7-8 muestras.
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2. Estudio del modelo de restriccion de dieta EOD sobre el
estrés oxidativo mitocondrial en higado de raton C57BL/6.

2.1. Ingesta media y peso de animales y érganos

Los ratones C57BL/6 integrantes de los grupos control y EOD (alimentaciéon en dias
alternos) no mostraron diferencias significativas en el peso corporal al inicio del experimento (p
> 0,05); aunque ambos grupos fueron ganando peso durante las 7 semanas de
experimentacién. Dicha ganancia fue menor en el grupo EOD que en el control, alcanzando la
significacion estadistica (p < 0,05) a partir de la cuarta semana de experimentacion y

manteniéndose hasta el final del tratamiento (Figura 44).

Al final del tratamiento experimental se analizé el peso de distintos 6rganos (Tabla 25);
entre estos, el bazo y el rifidn presentaron valores significativamente menores en el grupo EOD
que en el control (p < 0,001 y p < 0,05, respectivamente), no encontrandose diferencias en el

peso del resto de los 6rganos (p > 0,05).

La ingesta media a lo largo del periodo experimental fue un 20% menor en los ratones
EOD que en los controles (p < 0,001; Tabla 25).

Tabla 25. Peso de los 6rganos (g) e ingesta media de ratones C57BL/6 controles y EOD.

Control EOD
Peso 6rganos
Higado 1,01 £ 0,05 0,99 + 0,04
Corazoén 0,14 + 0,01 0,14 + 0,01
Bazo 0,06 + 0,00 0,04 £ 0,00%**
Rifién 0,29 £ 0,01 0,27 £ 0,01*
Cerebro 0,4 £0,01 0,4 £0,01
Ingesta 9,08 £ 0,33 7,27 £ 0,23%**

Los asteriscos representan diferencias significativas entre los grupos control y EOD; *(p < 0,05), ***(p <

0,001). Los resultados representan la media £+ SEM de 14 animales diferentes.
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Figura 44. Evolucion del peso corporal (g) durante el periodo experimental de ratones
C57BL/6 controles y EOD. Los resultados se expresan como la media + SEM de 14 animales

diferentes.

2.2. Consumo de oxigeno mitocondrial

Las tasas de consumo de oxigeno en mitocondrias de higado de ratén, en presencia de
sustratos de union al complejo | (glutamato-malato) y del complejo Il (succinato) de la cadena

de transporte de electrones mitocondrial se muestran en la Tabla 26.

El consumo de oxigeno en estado 3 (fosforilante) fue varias veces mayor que en
estado 4 (no fosforilante) con glutamato-malato y con succinato (y rotenona) como sustratos,
mostrando la buena calidad y acoplamiento de las preparaciones mitocondriales empleadas.
No se detectaron diferencias significativas (p > 0,05) cuando se comparé la intensidad de
consumo de oxigeno entre los grupos experimentales con ningun sustrato ni en el estado 4 ni

en el 3.
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Tampoco se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en el RCR entre los grupos
experimentales, presentando dicho parametro valores mas elevados con glutamato-malato que

con succinato.

Tabla 26. Efecto del modelo de restriccion de dieta EOD sobre la tasa de consumo de oxigeno y el RCR
en mitocondrias de higado de raton C57BL/6 con glutamato-malato y succinato (con rotenona) como

sustratos en ausencia (estado 4) y en presencia (estado 3) de ADP.

Sustrato Control EOD

Glutamato-malato

Estado 4 77+14 11+24
Estado 3 39+7 55,9+12,1
RCR 52+04 51+05

Succinato + rotenona

Estado 4 32,7 +8,1 342+48
Estado 3 70,9+94 84,3 +18,8
RCR 25+0,3 24+0,2

Los resultados se expresan en nanomoles de Oz / min x mg proteina mitocondrial. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos experimentales. Los valores representan la media + SEM de 7

animales diferentes.

2.3. Produccién mitocondrial de radicales libres

Tras 7 semanas de restriccion de dieta por el método de alimentacién en dias alternos
EOD, la tasa de produccion basal de radicales libres en mitocondrias de higado de ratén
descendio significativamente (un 44%; p < 0,05) con glutamato-malato (sustrato de union al

complejo 1) en relacién al grupo control alimentado ad libitum (Figura 45a).

Sin embargo, cuando las mismas mitocondrias se suplementaron con succinato
(sustrato de unién al complejo 1) y rotenona, aunque los niveles basales de produccion de ROS
fueron menores en el grupo EOD que en el grupo control, este descenso no alcanzo la

significacion estadistica (p > 0,05; Figura 45b).
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En conjunto se pudo observar, pues, un descenso significativo en la produccion basal

de radicales libres en el complejo | pero no en el lll.

Las tasas maximas de produccion de ROS se ensayaron con los complejos
respiratorios completamente reducidos, usando para ello combinaciones apropiadas de

sustratos e inhibidores de la cadena respiratoria (rotenona, antimicina A o TTFA).

La reduccion completa del complejo | se llevdo a cabo afiadiendo rotenona a las
mitocondrias suplementadas con piruvato-malato o glutamato-malato. Aunque en ambos casos
se observaron menores niveles de ROS en el grupo EOD que en el control, las diferencias no

alcanzaron la significacion estadistica (p > 0,05; Tabla 27).

Los inhibidores TTFA y antimicina A se anadieron a mitocondrias suplementadas con
succinato (y rotenona) para reducir completamente los complejos Il y lll, respectivamente. La
adicion de TTFA no incrementd la produccion basal de ROS que se obtuvo con succinato y
rotenona, sugiriendo que el complejo Il no es un importante generador de ROS, mientras que
cuando se afiadié antimicina A si que se observé una diferencia entre la produccion maxima y
la basal del complejo Il (p < 0,001). En ninguno de los casos se encontraron diferencias

significativas entre los grupos experimentales (p > 0,05; Figura 46).
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Figura 45. Tasa de produccion de H2O, (nanomoles de H;O2 / min x mg proteina mitocondrial) en
mitocondrias de higado de ratones C57BL/6 controles y EOD suplementadas con a) glutamato-malato y b)
succinato y rotenona, como sustratos. Los superindices muestran diferencias significativas; **(p < 0,01).

Los resultados se expresan como la media + SEM de 7 animales diferentes.
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Tabla 27. Tasas maximas de producciéon de H20» (nanomoles de H>0- / min x mg proteina mitocondrial)
en el complejo | mitocondrial en presencia de inhibidores de la cadena respiratoria en mitocondrias de
higado de ratones C57BL/6 controles y EOD.

Sustrato Control EOD
Piruvato-malato + rotenona 0.23 +0.02 0.15+0.04
Glutamato-malato + rotenona 0.35+0.05 0.27 £0.02

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Los resultados se expresan

como la media + SEM de 7 animales diferentes.

W Control @ EOD

skoksk
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nmoles H,O, / min mg prot
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0 ]
Succinato + Succinato + Succinato + rotenona +
rotenona rotenona + TTFA antimicina A

Figura 46. Efecto de los inhibidores TTFA y antimicina A sobre la produccion de
radicales libres (nanomoles de H»O, / min x mg proteina mitocondrial) en mitocondrias
de higado de ratones C57BL/6 controles y EOD suplementadas con succinato como
sustrato. No se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales en las
mismas condiciones experimentales. Los asteriscos indican diferencias significativas entre

pruebas en ausencia y presencia de antimicina A; ***(p < 0,001).
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2.4. Fuga de radicales libres

La fuga de radicales libres en mitocondrias hepaticas de ratones C57BL/6 descendio
significativamente en el grupo EOD con glutamato-malato (52% de descenso; p < 0,05). Con
succinato (y rotenona), sin embargo, la diferencia entre los grupos control y EOD no alcanzé la

significacién estadistica (p > 0,05).

Asi pues, en conjunto se observé un descenso en el la fuga de radicales libres en el

complejo | pero no en el complejo lll (Figura 47).
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Figura 47. Fuga de radicales libres en mitocondrias de higado de ratones C57BL/6
controles y EOD en presencia de glutamato-malato y succinato (+ rotenona) como
sustratos. Los asteriscos indican diferencias significativas; *(p < 0,05). Los resultados se

expresan como la media £+ SEM de 7 animales diferentes.
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2.5. Cantidad de los complejos de la cadena de transporte de electrones

mitocondrial

La cantidad de los complejos proteicos I, Il, lll y IV de la cadena respiratoria se muestra
en la Tabla 28.

En el grupo EOD se encontraron niveles significativamente menores para todos los
parametros estudiados en comparacioén con el grupo control. EI mayor descenso (61,9%) se

observd para el complejo 11, y el menor para el complejo IV (33,7%).

El descenso en el complejo | se observé tanto con anticuerpos frente a la subunidad
de 30KDa (48,7% de descenso, p < 0,05) como frente a la de 39 KDa (48,3% de disminucion, p
<0,01).

En el caso del otro complejo con capacidad para generar ROS, el complejo lll, el

descenso también se observé con anticuerpos frente a dos subunidades: la de 29KDa (37,6%,
p <0,05) y la de 48KDa (52%, p < 0,001).

Tabla 28. Complejos respiratorios mitocondriales en higado de ratones C57BL/6 controles y EOD.

Control EOD
Complejo I- sub 30KDa 2,79+0,45 1,43 £ 0,20*
Compilejo I- sub 39KDa 3,95+ 0,49 2,04 + 0,28**
Complejo lI- sub 70KDa 7,05+ 0,97 2,68 £ 0,44%**
Compilejo lll- sub 29KDa 1,73+£0,19 1,08 £ 0,18*
Complejo llI-sub 48KDa 5,60 + 0,66 2,01 £ 0,36%**
Complejo IV- sub 57KDa 3,94 £ 0,53 1,89 £ 0,36**

Los valores representan el cociente de unidades del complejo / unidades de actina. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre los grupos experimentales; *(p < 0,05), **(p < 0,01), ***(p <

0,001). Los resultados se expresan como la media + SEM de 7 animales diferentes.
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2.6. Cantidad de AIF, PGC-1a y UCP2

La abundancia de AIF estimada como el cociente entre los moles de AIF y los de

actina, descendio significativamente (un 34% de descenso, p < 0,05) en los ratones EOD en

comparacioén con los controles alimentados ad libitum (Figura 48). Lo mismo se observé para

PGC-1a, cuyos niveles descendieron un 24% en el grupo EOD (p < 0,05; Figura 49a). La
cantidad de la proteina desacoplante UCP2 también fue menor (32%, p < 0,01) en el grupo

restringido que en el control (Figura 49b).

Figura 48. Cantidad de AIF (mol de AIF /
mol actina) en higado de ratones C57BL/6 o
controles y EOD. Los asteriscos muestran g
diferencias significativas entre los grupos E
control y EOD; *(p < 0,05). Los valores <
representan la media + SEM de 7 animales
diferentes.
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Figura 49. Cantidad de: a) PGC-1a (mol de PCG-1a / mol actina) y b) UCP2 (mol de UCP2 / mol actina)
en higado de ratones C57BL/6 controles y EOD. Los asteriscos muestran diferencias significativas con el

grupo control; *(p < 0,05), **(p < 0,01). Los valores representan la media + SEM de 7 animales

diferentes.
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2.7. Dano oxidativo a proteinas

Los distintos marcadores especificos de oxidacion proteica, glicooxidacion y
lipooxidacion analizados en higado de ratones controles y EOD se recogen en las Figuras 50 y
51.

Los niveles de los carbonilos proteicos GSA y AASA descendieron significativamente

en el grupo EOD con respecto al control (p < 0,01 y p < 0,001, respectivamente; Figura 50).

Por su parte, el descenso en los niveles de los aductos CML y MDAL también resulté
ser significativo (p < 0,01 para ambos), y lo mismo ocurrié con el marcador de glicooxidacion
CEL (p < 0,001; Figura 51).

B Control B8 EOD

120

% del grupo control

GSA AASA

Figura 50. Efecto del modelo de RD EOD sobre los niveles de los carbonilos proteicos
GSA y AASA en proteinas de higado de raton C57BL/6. Valores del grupo control:
3079,54 + 246,38 (GSA), 207,83 + 14,36 (AASA). Unidades = pmoles / mol lisina. Los
asteriscos muestran diferencias significativas con el grupo control; **(p<0,01),
**%(p<0,001). Los resultados se expresan como la media + SEM de 7 animales

diferentes.
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Figura 51. Efecto del modelo de RD EOD sobre los niveles de los marcadores de
estrés glicooxidativo y/o lipooxidativo en proteinas de higado de ratén C57BL/6.
Valores del grupo control: 587,73 + 31,62 (CEL), 1532,2 + 146,83 (CML), 963,45 +
95,56 (MDAL). Unidades = pmoles / mol lisina. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los grupos experimentales; **(p<0,01), ***(p<0,001). Los resultados

se expresan como la media £+ SEM de 7 animales diferentes.
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2.8. Dano oxidativo al ADN mitocondrial

El dafio oxidativo al ADN mitocondrial se estimé como el ratio 8-oxodG / 10° dG. Como
se observa en la Figura 52, los niveles de este marcador descendieron significativamente (p <
0,05) en el grupo EOD en comparacién con el g.rupo control.

8oxodG / 10° dG

Control EOD

Figura 52. Dafio oxidativo al ADN mitocondrial (8-oxodG / 10° dG) en higado de ratones
C57BL/6 controles y EOD. Los superindices muestran diferencias significativas con el grupo

control; *(p < 0,05). Los valores representan la media + SEM de 7 animales diferentes.

2.9. Analisis de la composicion de los dcidos grasos de los lipidos totales

La composicion de acidos grasos de los lipidos hepaticos y los indices derivados de los
mismos se muestran en la Tabla 29 y en la Figura 53.

Como se puede observar en la Tabla 29, el modelo de alimentacién EOD alter6 la
composicién de los acidos grasos en higado de raton C57BL/6. Los niveles de los acidos
estearico (18:0), linoleico (18:2n-6), dihomo-y-linolénico (20:3n-6) y araquiddnico (20:4n-6)
descendieron significativamente en dicho grupo, mientras que los niveles de los acidos
palmitico (16:0), palmitoleico (16:1n-7), oleico (18:1n-9) linolenico (18:3n-3), eicosapentanoico

(20:5n-3) y docosapentanoico (22:5n-3) se incrementaron.
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Los cambios cuantitativos mas notables fueron el incremento en los niveles del acido
oleico (18:1n-9) y el descenso en los de los acidos linoleico (18:2n-6) y araquidénico (20:4n-6)
(p < 0,001 en todos ellos). Dichos cambios se vieron reflejados en incrementos significativos en
la fraccién de los MUFA asi como en descensos en los PUFA generales y, dentro de ellos, en

los de la serie 6 (Figura 53).

Desde el punto de vista del contenido en dobles enlaces, los dos tipos de cambios
observados en las distintas fracciones lipidicas (el incremento en los MUFA y el descenso en
los PUFAN-6) se compensaron, resultando en una ausencia de cambios significativos en el DBI
y en el Pl entre los ratones controles y EOD. Ademas, la longitud de cadena de los acidos

grasos de los lipidos hepaticos (ACL) tampoco se vio alterada (Tabla 29).

Tabla 29. Composicién (% mol) de los acidos grasos de total de lipidos en higado de ratones C57BL/6

controles y EOD e indices derivados de los mismos.

Control EOD
14:0 0,33 £ 0,02 0,36 £ 0,03
16:0 24,75+ 0,19 25,95 + 0,30**
16:1n-7 1,30 £ 0,06 1,87 + 0,10%**
18:0 10,55 £ 0,60 8,59 + 0,27*
18:1n-9 12,54 + 0,34 18,21 £ 1,03***
18:2n-6 21,24 £ 0,40 18,03 £ 0,42%**
18:3n-3 0,25 £+ 0,02 0,58 + 0,05%***
20:0 5,75+0,19 5,74 £ 0,32
20:3n-6 1,23 + 0,01 0,81 £ 0,08***
20:4n-6 10,91 £ 0,18 8,03 £ 0,33***
20:5n-3 0,57 £ 0,03 0,83 + 0,05**
22:0 1,82+0,13 1,84 £ 0,10
22:5n-3 0,35+ 0,01 0,56 + 0,02%***
22:6n-3 8,34 £ 0,15 8,54 + 0,53
ACL 18,25+ 0,1 18,17 £ 0,1
DBI 159,21 + 2,12 150,72 + 3,7
Pl 140,6 + 2,23 130,19+ 5,3

Los asteriscos muestran diferencias significativas con el grupo control; *(p < 0,05), **(p < 0,01), ***(p <

0,001). Los valores representan la media + SEM de 7 animales diferentes.
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Figura 53. Efecto del modelo de RD EOD sobre las distintas fracciones lipidicas en
higado de raton C57BL/6. Los asteriscos muestran diferencias significativas con el grupo
control; ***(p < 0,001). Los resultados se expresan como la media + SEM del % de moles
de cada fraccion de 7 animales diferentes.
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La restriccion de dieta (RD) es la manipulacion experimental no genética mejor
conocida en la comunidad cientifica capaz de alargar la longevidad maxima de los animales
incluyendo a los mamiferos, disminuir su velocidad de envejecimiento y retrasar la apariciéon de
las enfermedades degenerativas (Barger et al., 2003). La RD disminuye la intensidad del
envejecimiento en un 30-50% en la inmensa mayoria de las especies estudiadas hasta la
fecha: rotiferos, nematodos como Caenorhabditis elegans, aracnidos, insectos como
Drosophila melanogaster, peces, ratas y ratones (Sohal and Weindruch, 1996) y los estudios
en marcha en primates, y los pocos disponibles en humanos, apuntan en la misma direccion
(Roth et al., 2004).

El objetivo general de estos estudios no es la aplicacion de la RD a la poblacion en
general, debido a la gran dificultad de su implementacion y los riesgos asociados. Se trata mas
bien de estudiar el fenédmeno de la RD en animales en condiciones controladas para identificar
los componentes dietéticos responsables y los mecanismos moleculares mediante los cuales
retrasa el envejecimiento de los mamiferos. Una vez bien conocidos, se podran manipular de
forma relativamente sencilla a través de la dieta. Esto posibilitara retrasar el envejecimiento
humano sin necesidad de reducir la ingesta de calorias, evitando asi una intervencién tan

drastica y dificilmente practicable en humanos como la RD.

1. ESTUDIO DE LA RESTRICCION DE METIONINA Y AMINOACIDOS SOBRE EL
ESTRES OXIDATIVO MITOCONDRIAL EN LA RATA WISTAR

Numerosos estudios previos han demostrado que la RD es capaz de disminuir la
producciéon mitocondrial de radicales libres y el dafio oxidativo a macromoléculas (Sanz et al.,
2006d) y que estos cambios pueden ser reproducidos por la restriccion de proteinas
independientemente de la restriccion de calorias (Ayala et al., 2007; Gomez et al., 2007; Sanz
et al., 2004) pero no asi por la restriccion de lipidos (Sanz et al., 2006b) ni carbohidratos (Sanz
et al., 2006c). En un estudio de longevidad en ratas se encontré que la RD prevenia casi
totalmente la nefropatia, y que la restricciéon de calorias sin restringir el contenido proteico
también tenia este mismo efecto, pero en menor grado, indicando asi que la restriccién de
proteinas podria ejercer un pequefio efecto en la proteccion frente a las enfermedades renales
(Masoro et al., 1989). En ese mismo estudio no se encontraron diferencias significativas en la
longevidad maxima de ratas sometidas a un régimen clasico de RD frente a aquellas bajo RD

sin restriccion de proteinas, lo que llevé a los autores a concluir que, en su experimento, la
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restriccion de proteinas no afectaba a la longevidad. Sin embargo, 16 de los 18 estudios de
restriccion de proteinas realizados a lo largo de toda la vida de los animales (ratas o ratones)
encontraron un incremento en la longevidad maxima (Pamplona and Barja, 2006). Tomados en
conjunto los 16 estudios positivos, el incremento en la longevidad maxima fue, como media, del
19,6%, lo que representa un efecto de extension de la longevidad de aproximadamente el 50%
del efecto de la RD (que incrementa la longevidad maxima en un 30-50%). Ademas, los pocos
estudios disponibles que se conocen hasta la fecha no apoyan la idea de que la restricciéon de
carbohidratos (Khorakova et al., 1990) o la de lipidos (lwasaki et al., 1988; Shimokawa et al.,
1996) afecten a la longevidad de los roedores de laboratorio. Por tanto, cerca del 50% del
efecto de la RD sobre la longevidad de los roedores parece ser debido a la restriccion de
proteinas en la dieta, mientras que el 50% restante se deberia a otros componentes

desconocidos de la dieta, o a las calorias en si mismas.

Tratando de encontrar el componente proteico responsable de estos efectos, nos
centramos en el aminoacido metionina, ya que varias fuentes relacionan a la metionina con el
envejecimiento. Es bien conocido que la restriccion de metionina sin restriccion de calorias
incrementa la longevidad maxima en ratas (Orentreich et al., 1993; Richie et al., 1994;
Zimmerman et al., 2003) y ratones (Miller et al., 2005; Orentreich et al., 1993; Richie et al.,
1994), con una intensidad en general consistente con la observada durante la restriccion
proteica (aunque el efecto de la restriccion de proteinas sobre la longevidad es menor que el de
la RD). Ademas, recientes estudios han demostrado que tanto la restriccién de proteinas (Min
and Tartar, 2006) como la de metionina (Troen et al., 2007) también incrementan la longevidad
en Drosophila melanogaster. De acuerdo con los efectos que la restriccion de metionina ejerce
sobre la longevidad maxima, éste régimen dietético también retrasa muchos cambios
relacionados con el envejecimiento y enfermedades degenerativas en roedores, y algunos de
los cambios que produce son también tipicos de la RD clasica. Asi, la restriccion de metionina
en ratas disminuye en un 70% el contenido en grasa visceral, evita totalmente (al igual que la
restriccion de calorias), los aumentos de colesterol y triglicéridos con la edad y la resistencia a
la insulina, y baja la concentracién de insulina e IGF-1 en plasma. En ratones, la restriccion de
metionina retrasa el desarrollo de cataratas y los cambios en la funciéon inmune asociados al
envejecimiento, y también disminuye los niveles séricos de glucosa, insulina, IGF-1y T4 (Miller
et al., 2005).

Por otro lado, el contenido en metionina de las proteinas esta inversamente relacionado
con la longevidad maxima en mamiferos (Ruiz et al., 2005), lo cual tiene sentido ya que la
metionina es uno de los aminoacidos de las proteinas mas susceptibles a la oxidaciéon por

radicales libres (Moskovitz et al., 2001).

Frente a los efectos beneficiosos que se observaron en distintos parametros

relacionados con el estrés oxidativo mitocondrial durante 7 semanas de restriccion de
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metionina, y que se discutiran ampliamente en esta seccidn, estos cambios no se relacionaron
con un retraso en el crecimiento de los animales cuando fueron sometidos a una restriccion de
metionina del 40%, pues no se produjeron diferencias en el peso de las ratas controles y las
restringidas en metionina al 40% mientras que, de acuerdo con estudios previos (Orentreich et
al., 1993), los animales restringidos en metionina un 80% si disminuyeron su peso corporal ya

desde la segunda semana de tratamiento dietético.

Usando ese mismo protocolo dietético con el que se observé un incremento en la
longevidad de los roedores, esto es, un 80% de restriccion de metionina isocalérica y
sustituyendo la metionina por el glutamato en la dieta, se encontré que la restriccion de dicho
aminoacido también disminuia la generacién mitocondrial de radicales libres, principalmente en
el complejo | (Sanz et al.,, 2006a), lo cual podria contribuir a explicar la relacién entre la
restriccion de metionina, el estrés oxidativo y la extension de la longevidad. Sin embargo, si la
restriccion de metionina es la Unica responsable de los descensos en la generacion
mitocondrial de radicales libres observada bajo un 40% de restriccion de calorias y proteinas,
sus efectos también deberian de observarse al nivel de restriccion del 40% y sin incrementar el
glutamato en la dieta. Esto se ha demostrado por vez primera en la presente tesis doctoral,
pues la restriccion de metionina tanto al 40 como al 80% sin alterar los niveles de ningun otro
componente de la dieta disminuy6 la produccién mitocondrial de ROS en higado de rata. El
descenso fue algo mayor al 80% que al 40% de restriccién cuando se emplearon sustratos de
union al complejo |, sugiriendo en este caso particular un efecto dosis-dependiente de la

metionina.

Los efectos perjudiciales del envejecimiento se manifiestan mejor en tejidos
postmitéticos, donde las células que se pierden o que son dafadas irreversiblemente no
pueden ser reemplazadas por mitosis de las células intactas. Entre tales tejidos, el cerebro es
el mas importante, debido a su papel central en la homeostasis del organismo. Durante el
envejecimiento normal, el cerebro sufre modificaciones tanto morfolégicas como funcionales
que afectan a los arboles dendriticos y a las sinapsis, a los neurotransmisores, la circulacion y
el metabolismo, asi como acumulacién de lipofucsina y alteraciones en los sistemas motor y
sensorial, el suefio, la memoria y el aprendizaje (Srere, 1969). Las bases moleculares de estos
cambios parecen implicar el estrés oxidativo (Mattson and Magnus, 2006). Si el proceso del
envejecimiento es central para la mayoria de los procesos neuropatolégicos, cualquier
intervencion capaz de retrasar dicho proceso también protegeria frente a desdrdenes
neurodegenerativos. Por todo esto, estudiamos el efecto que la restriccion de metionina al 40%
podria ejercer sobre el estrés oxidativo mitocondrial en este 6rgano, asi como en el rifién, uno
de los 6rganos que mas se afecta durante el envejecimiento de los roedores y se desconoce el
efecto que esta manipulacién dietética ejerce sobre dicho érgano detoxificador, y encontramos

que, al igual que en higado, la restriccién de metionina descendi6 los niveles de generacion
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mitocondrial de ROS en el complejo | asi como varios parametros relacionados con el estrés

oxidativo tanto en rinén como en cerebro.

Estos descensos en la produccion mitocondrial de radicales libres observados en
higado, cerebro y rifidn de ratas sometidas a un régimen de restriccién de metionina sugieren
que la metionina es el Unico aminoacido de la dieta responsable de los descensos en la
producciéon mitocondrial de ROS durante la RD asi como cuando se restringen Unicamente las
proteinas. Sin embargo, antes de alcanzar esta conclusion era necesario estudiar el posible
efecto de otros aminoacidos de la dieta aparte de la metionina. Asi pues, en la presente tesis,
la restriccion de todos los aminoacidos de la dieta al 40% excepto la metionina se ha llevado a
cabo por vez primera en relacion con el estrés oxidativo y la biogénesis mitocondrial
mitocondrial y la apoptosis, bajo el contexto general del papel que la RD ejerce sobre la
extension de la longevidad. La ausencia de efecto de esta manipulacion dietética sobre la
producciéon mitocondrial de radicales libres descarta tal posibilidad y demuestra, por vez
primera, que la menor ingesta de metionina es el Unico factor responsable del descenso en la

tasa de generacion de radicales libres de origen mitocondrial.

Respecto a los posibles mecanismos responsables del descenso en la produccion
mitocondrial de radicales libres durante la restriccion de metionina, se han propuesto varias
posibilidades (Sanz et al., 2006a). Entre ellas, en la presente tesis se han estudiado los
posibles efectos de las variaciones en las cantidades de los complejos multiproteicos
generadores de ROS. Esta bien establecido que unicamente dos de los cuatro complejos
respiratorios, el complejo | (Barja and Herrero, 1998; Genova et al., 2001) y el complejo Il
(Boveris et al., 1976) producen radicales libres en la mitocondria. Puesto que la restriccion de
metionina descendié la concentracion de ambos complejos tanto en higado como en cerebro
de rata, estos descensos podrian ser responsables, al menos en parte, de los descensos
observados en la produccion mitocondrial de radicales libres. En lo que respecta al higado, la
magnitud cuantitativa de los descensos en los complejos respiratorios avala esta idea; el
descenso en la produccion de radicales libres fue mucho mayor con los sustratos de unién al
complejo | piruvato-malato y glutamato-malato que con succinato y rotenona (que genera ROS
solo en el complejo 1ll). De acuerdo con esto, el descenso en la concentracion del complejo |
fue mas grande que el observado en la cantidad de complejo Ill tanto al 40 como al 80% de
restriccion de metionina. Sin embargo, también debe haber otras causas diferentes de los
descensos en los complejos respiratorios que sean responsables de la menor tasa de
producciéon de radicales libres durante la restriccion de metionina, como podrian ser la
disminucioén en el grado de reduccion electronica de los generadores de ROS, o el incremento
en su potencial redox, cambios que estarian de acuerdo con la menor fuga de radicales libres
encontrada en todos los 6rganos estudiados (higado, cerebro y rifién) en la presente tesis tras
la restriccion de metionina, asi como en estudios previos de RD (Gredilla et al., 2001a,b). Por
otro lado, el descenso en el contenido de complejo | también es consistente con el hecho de

que la tasa maxima de produccion de ROS con glutamato-malato y rotenona también

- 146 -



Discusion

descendiera en higado al 40 y 80% de restriccién de metionina. Mientras que la produccion
basal de ROS (con sustrato unicamente) depende tanto de la concentracion de los complejos
respiratorios como de su grado de reduccion electronica, sélo el primero de los factores esta
implicado en el caso de la produccion maxima de ROS. En cerebro de rata, y de acuerdo con lo
descrito para higado, encontramos que la restriccion de metionina también afecté en el sentido
apropiado los principales mecanismos oxidativos, jugando un papel clave en la determinacion
de la tasa de envejecimiento. En este estudio, la cantidad de los complejos | y Il descendio,
mientras que los niveles de los complejos Il y IV no se alteraron, de forma similar a lo que se
observoé en estudios previos de RD (de Grey, 2001; Desai et al., 1996). Sin embargo, y al igual
que en higado, en el caso del cerebro el descenso en la cantidad de los complejos respiratorios
no puede ser la Unica explicacion del descenso que se observoé en los niveles de generacion de
ROS pues, por una parte, solo se observé un descenso de radicales libres en el complejo | (con
piruvato-malato), y no en el lll (con succinato y rotenona), mientras que en lo que respecta a
los complejos respiratorios, hubo un descenso en los niveles de ambos. Ademas, descendio la
tasa basal de radicales libres que, como se acaba de mencionar, depende de la cantidad de
complejos respiratorios y de su grado de reduccion electrénica, mientras que la tasa maxima de

produccion de ROS, que solo depende de la concentracién de complejos, no se alteré.

Otra posibilidad es que los cambios en la produccion de radicales libres durante la
restriccion de metionina fueran debidos a posibles variaciones en los niveles de homocisteina.
Es bien conocido que la suplementacion de la metionina en la dieta dafia muchos 6rganos
vitales, como el sistema cardiovascular, el higado y el sistema nervioso, e incrementa el estrés
oxidativo (Hidiroglou et al., 2004; Mori and Hirayama, 2000). Los efectos toxicos de la
metionina en la dieta se han relacionado con su conversion a homocisteina, y con un
incremento en los niveles de esta ultima (Hidiroglou et al, 2004; Mathias et al., 1996); asi,
dietas altas en proteinas o metionina incrementan los niveles plasmaticos de homocisteina en
roedores y humanos (Velez-Carrasco et al., 2008; Verhoef et al., 2005). Los niveles de
homocisteina también aumentan con la edad en humanos, y representan un factor de riesgo
para el envejecimiento y las enfermedades degenerativas asociadas a los radicales libres entre
las que se incluyen, al menos, la arterioesclerosis, el deterioro cognitivo, trombosis, cancer,
enfermedades renales crénicas y enfermedad de Parkinson (Seshadri, 2006). La homocisteina
tiene un grupo tiol libre que puede ser facilmente oxidado dando lugar a la generaciéon de
disulfidos mixtos en las proteinas, o a puentes disulfido entre proteinas diferentes o entre
subunidades de la misma proteina. La adicion de glutation oxidado al complejo | mitocondrial
incrementa su tasa de produccion de radical superdxido, aunque este efecto se ha demostrado
a concentraciones suprafisiologicas (Taylor et al., 2003). Los incrementos en el dafio oxidativo
debidos a la homocisteina también resultan en la activacion de la proteina PARP (Poli (ADP-
ribosa) Polimerasa) y en la induccion de p53, conduciendo asi a dafio en el ADN neuronal y a
fendmenos apoptéticos (Kruman et al., 2000, 2002). Por tanto, el descenso en la produccion

mitocondrial de ROS durante la restriccion de metionina podria ser debido a un menor
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descenso en la concentracion de homocisteina en la matriz mitocondrial, posibilidad que

merece futuras investigaciones.

Por otro lado, el descenso en la produccion de radicales libres también podria ser el
resultado de una respuesta regulada; dado que la metionina es un donador de grupos metilo
para diferentes reacciones celulares, los cambios en la metilacion del ADN podrian ser
también, de forma parcial, la causa de los numerosos cambios y variaciones en la expresion
génica descritos durante la RD (Weindruch, 2003), entre los que se podrian incluir los

descensos en los complejos respiratorios obtenidos en la presente tesis.

Por otro lado, el descenso observado en la cantidad de los complejos de la cadena
respiratoria tanto al 40 como al 80% de restriccion de metionina, en higado y cerebro, esta de
acuerdo con los resultados obtenidos a partir de los estudios especificos de interferencia con
ARN (RNAI) en Caenorhabditis elegans (Curran and Ruvkun, 2007; Dillin et al., 2002). Estos
estudios han mostrado que inactivando genes que codifican para las subunidades de
cualquiera de estos cuatro complejos respiratorios en el animal adulto se consigue un
incremento en la longevidad maxima de los gusanos. Asi pues, los dos tipos de manipulacién
experimental que incrementan la longevidad, restriccion de metionina e inactivacion por RNAI,
tienen en comun un marcado descenso en las cantidades de los cuatro complejos de la cadena

transportadora de electrones.

El factor inductor de apoptosis (AlF) es una proteina mitocondrial que parece estar
implicada en el ensamblaje / mantenimiento intramitocondrial de los complejos de la cadena
respiratoria. Estudios previos han observado que el AIF, ademas de tener funciones
apoptoticas, también se requiere para la fosforilacion oxidativa mitocondrial (Porter and Urbano,
2006). En particular, las células deficientes en AIF presentan un menor contenido en el
complejo | (Vahsen et al., 2004), sefialando pues a un papel de AIF en la biogénesis o
mantenimiento de este complejo multipolipetidico, y ratones con una expresion reducida de AlF
presentan asimismo una expresion reducida de las subunidades del complejo |. Teniendo todo
esto en cuenta, es posible que este factor esté implicado en los menores niveles de complejo |
que se encontraron en mitocondrias hepaticas de ratas restringidas tanto al 40 como al 80% en
metionina en relacién a sus controles. Aunque en cerebro de ratas restringidas en metionina las
diferencias observadas en los niveles de AIF no alcanzaron la significacion estadistica, si que
se apreci¢ una tendencia a la baja en los niveles de esta flavoproteina. Por tanto, es posible
que el descenso observado en los niveles de AlF, especialmente en las mitocondrias hepaticas
sometidas a una restriccion del aminoacido metionina, haya contribuido a los descensos

observados en el contenido del complejo | mitocondrial.

En lo que respecta a la restriccion de todos los aminoacidos de la dieta excepto

metionina, los animales restringidos en aminoacidos también presentaron un descenso en los
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niveles de AIF de un 18% vy, sin embargo, la cantidad de complejo | no varié. Esto podria
indicar que este descenso en los niveles de AIF no es suficiente para llegar a ser limitante para
la biogénesis del complejo I. Por otro lado, y como AIF presenta también funciones
proapoptéticas, estos resultados sugieren que la restriccion de aminoacidos podria contribuir a
incrementar la proteccién frente a la apoptosis tisular a través de descensos moderados en los

niveles de AIF que no comprometan a la funcién de la cadena respiratoria.

En todos los 6rganos estudiados, la restriccion de metionina gener6 un descenso
significativo en la fuga de radicales libres en el complejo | de la cadena respiratoria. Asi pues,
las mitocondrias restringidas en metionina no solo produjeron menos ROS por unidad de
tiempo, sino que también produjeron menos ROS por unidad de flujo electrénico en la cadena
respiratoria, de forma similar a lo que se encontré en ratas restringidas en calorias (Gredilla et
al., 2001a,b), proteinas (Sanz et al., 2004) y metionina (al 80% y sustituyéndola por glutamato;
Sanz et al., 2006a), asi como en especies animales longevas en comparacion con las de vida
mas corta (Barja, 2004). En todos estos modelos de envejecimiento retrasado, las mitocondrias
son mas eficientes, pues presentan una menor tasa de produccién de ROS sin necesidad de
disminuir el consumo de oxigeno mitocondrial y, por tanto, la produccién energética, una
interesante capacidad. En el caso del estudio de la restriccion de metionina que se acaba de
mencionar (Sanz et al., 2006a), el consumo de oxigeno no descendid, sino que incluso
aumento en corazon e higado de rata. En ese estudio se propuso la posibilidad de que fuera el
incremento en los niveles de glutamato, y no el descenso en los de metionina, el responsable
de tal aumento. En la presente tesis el consumo de oxigeno no se alter6 en higado ni rifién; sin
embargo, y al igual que se observo previamente en el trabajo de Sanz y colaboradores (2006a),
la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial se vio incrementada de forma significativa en el
cerebro de las ratas restringidas en metionina en un 40%; aunque estos resultados no permiten
descartar la posibilidad de que fuera el incremento en los niveles de glutamato el responsable
del mayor consumo de oxigeno en el estudio de Sanz y colaboradores (2006a) también es
posible que la restriccion de metionina sea la responsable de la mayor tasa de consumo de
oxigeno mitocondrial en determinados érganos, mientras que en otros no la altere. Este
incremento en la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial proporciona mas pistas acerca de
los posibles mecanismos responsables del descenso en la tasa de produccién de ROS. Por
contra a lo que seria el pensamiento intuitivo, cuando en el mismo individuo la tasa de
consumo de oxigeno mitocondrial aumenta, la produccion de radicales libres tiende a disminuir,
en lugar de a aumentar, debido a dos efectos distintos. Por un lado, el grado de reduccion de la
cadena respiratoria disminuye, lo cual tiende a descender la produccion de radicales libres. Por
otro lado, el incremento en el consumo de oxigeno disminuye la pO, de forma local, y esto
disminuye la produccién de ROS ya que la Km de los generadores de ROS (que tiene baja
afinidad por el oxigeno) cae dentro del rango de la pO, fisioldgica de los tejidos, lo que significa
que la produccion de ROS es pO, dependiente a las presiones parciales de oxigeno tisulares

fisiologicas.
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Entre las actuales teorias propuestas para explicar el fenomeno del envejecimiento, la
teoria mitocondrial de envejecimiento por radicales libres es apoyada por numerosos datos
experimentales. De acuerdo con esta teoria, los radicales libres originados en la mitocondria
conducen a la acumulacidon de mutaciones en el ADN mitocondrial, entre las que se incluyen
mutaciones puntuales y grandes deleciones (Crott et al., 2005) y son estas mutaciones las que,
de algun modo, originan el fendbmeno de envejecimiento; ademas, la tasa de produccion de
radicales libres de origen mitocondrial y el grado de dafio oxidativo al ADN mitocondrial
correlacionan inversamente con la longevidad maxima en mamiferos (Barja, 2004). Asi, de
forma similar a lo que ocurre con la produccion mitocondrial de ROS, numerosos estudios
previos han demostrado que tanto la restriccion de calorias (Lopez-Torres et al., 2002) como la
de proteinas (Sanz et al., 2004) reducen los niveles de dafo oxidativo al ADN mitocondrial,
mientras que dichos niveles no se alteran en animales restringidos en lipidos (Sanz et al.,
2006b) ni carbohidratos (Sanz et al., 2006c).

De acuerdo con lo observado en estudios previos (Naudi et al., 2007; Sanz et al.,
2006a), la restriccion de metionina disminuyo los niveles del marcador 8-oxodG en higado y
rindn de rata. Aunque en el presente estudio no se observaron cambios significativos en los
niveles de este marcador en cerebro, es posible que en este 6érgano sea necesario un nivel
mayor de restriccion de metionina que el que se aplicé en cerebro en la presente tesis, esto es,
un 40%, pues en el estudio llevado a cabo por Naudi y colaboradores (Naudi et al., 2007), un
80% de restriccion de metionina si que condujo a descensos significativos en los niveles del
marcador 8-oxodG en el ADN mitocondrial de cerebro. Por su parte, la restriccion de todos los
aminoacidos de la dieta excepto la metionina no alterd los niveles de este marcador en higado
de rata. Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en la presente investigacion son claros,
e indican que una ingesta reducida de metionina durante la RD es el Unico factor responsable
del descenso en la generacion mitocondrial de radicales libres y en el dafio oxidativo al ADN
mitocondrial; puesto que la 8-oxodG es mutagénica (Moriya, 1993) esto podria descender la
tasa de acumulacion de mutaciones en el ADN mitocondrial y contribuir asi a la extension de la

longevidad maxima (Barja, 2004).

Continuando con el dafio oxidativo, y en lo que respecta a la modificacion proteica, la
restriccion de metionina condujo a descensos significativos en los niveles de todos los
marcadores de oxidacion proteica analizados en la presente tesis: GSA, AASA, CEL, CML y
MDAL, tanto en higado como en cerebro de rata. Dichos descensos en la oxidacion (GSA y
AASA), glicooxidacion (CEL y CML) y lipooxidacion (CML y MDAL) proteica también estan de
acuerdo con la menor tasa de generaciéon mitocondrial de radicales libres que se observé bajo
esta manipulacion dietética en ambos érganos. Esto mismo se ha observado en estos y otros
organos de rata tras la restriccion de calorias, proteinas y metionina (al 80% y sustituyéndola
por glutamato en la dieta) en ratas (Ayala et al., 2007; Portero-Otin & Pamplona, 2006; Sanz et
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al., 2006a) contribuyendo asi a la mejora del estatus oxidativo en los animales restringidos.
Ademas de la cadena respiratoria, en las células del cerebro existen otros lugares que
responden a la RD y posiblemente también a la restriccion de proteinas, dando lugar a una
regulaciéon a la alta de los sistemas redox no mitocondriales y a un descenso en el estrés
oxidativo (Hyun et al., 2006). Por todo esto, estos resultados también apoyan la idea de que un
descenso en la ingesta de metionina podria ser el factor responsable del descenso en el estrés

oxidativo mitocondrial observado durante la RD.

Entre los marcadores de oxidacion proteica que se han considerado en la presente
tesis, algunos de ellos (CML y especialmente MDAL) son dependientes de la peroxidacion
lipidica. Como la peroxidacién lipidica aumenta fuertemente en funcion del nimero de dobles
enlaces por acidos graso, también se midi6 la composicion total en acidos grasos tanto en las
mitocondrias hepaticas como en cerebro. Se encontré que tanto la restriccion de metionina al
40 como al 80% descendia de forma significativa el numero total de dobles enlaces. Asi, parte
del descenso en los niveles de CML y MDAL podria ser secundario a este descenso en la
insaturacion de los acidos grasos. Sin embargo, esta no puede ser la Unica explicacion, ya que
los otros 3 marcadores de oxidacion proteica que se midieron (GSA, AASA y CEL) también
descendieron durante la restriccidon de metionina. Por tanto, parece ser que un descenso en la
produccién de ROS inducido por la restriccion de metionina conduce a un descenso

generalizado en la oxidacion, lipooxidacion y glicooxidacion de las proteinas mitocondriales.

Sin embargo, otros autores piensan que, junto con el descenso que la restriccion de
metionina genera en la produccion mitocondrial de ROS, los efectos de la restriccion de
metionina sobre el metabolismo proteico también deberian ser considerados para tratar de
explicar las aparentes acciones antienvejecimiento de esta manipulacidon dietética (Hipkiss,
2008). La metionina es el aminoacido responsable de la iniciacion de la traduccién del ADN
mensajero; se ha sugerido que la restriccion de metionina actua descendiendo la tasa de
biosintesis proteica debido a la limitacién de este aminoacido, con el correspondiente descenso
en la generacion ribosomal de proteinas con error, lo cual disminuiria a su vez la carga total de
proteinas anormales sobre las que tendrian que actuar las proteasas celulares y las proteinas
chaperonas (tanto citoplasmaticas como mitocondriales); esto incrementaria la disponibilidad
de las proteasas para eliminar las proteinas dafiadas postsintéticamente, y ayudaria a retrasar
la acumulacién de proteinas oxidadas, uno de los principales sintomas moleculares de
envejecimiento. Esta tasa mas lenta de sintesis proteica también podria alterar el plegamiento

proteico, lo cual también podria modificar la susceptibilidad proteica al ataque oxidativo.

El estudio de la restriccién de todos los aminoacidos de la dieta excepto la metionina
también fue util para esclarecer si variaciones conocidas en otros parametros relevantes para
la extensién de la longevidad durante la RD son debidos a variaciones en los niveles de

aminoacidos distintos de la metionina en la dieta. En el presente trabajo, todos los marcadores
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de dafio proteico disminuyeron tras la restriccién, durante 7 semanas, de todos los aminoacidos
de la dieta excepto la metionina. Por tanto, no sélo la restriccion del aminoacido metionina, sino
también la de otros aminoacidos de la dieta, fue capaz de inducir efectos protectores en las
proteinas mitocondriales. Dado que en los animales restringidos en aminoacidos excepto
metionina los descensos en la modificacién proteica ocurrieron sin variaciones en la produccién
mitocondrial de ROS, probablemente fueron debidos a un incremento en la degradacion de las
proteinas modificadas en lugar de a una menor tasa de formacion de modificaciones oxidativas
en las proteinas. En cualquier caso, e independientemente del mecanismo molecular implicado,
el descenso generalizado en la oxidacién proteica inducido por la restriccion de todos los
aminoacidos de la dieta excepto la metionina, podria contribuir al descenso en la tasa de

envejecimiento que tiene lugar durante la RD.

El descenso en la insaturacién de los acidos grasos en las mitocondrias hepaticas
restringidas en metionina al 40 y al 80% fue debido a la variacién de varios acidos grasos, pero
los cambios observados mas importantes (cuantitativamente) fueron el descenso en el acido
altamente insaturado 20:4n-6 (el acido graso que mostré los mayores cambios) y el incremento
en el mucho menos insaturado 18:2n-6. Resultados similares se obtuvieron cuando se analizé
la composicion de los acidos grasos en cerebro de ratas controles y restringidas en metionina:
descendié el numero de dobles enlaces gracias al descenso en los acidos grasos mas
insaturados y a su sustitucidon por sus precursores menos insaturados. Este tipo de cambio de
unos acidos grasos por otros probablemente expresa una regulacidn negativa de las
actividades 6-5 y -6 desaturasa durante la restriccién de metionina en cerebro, donde esas
dos enzimas son particularmente abundantes (Cho et al., 1999a, b) asi como en higado. Llama
la atencién el hecho de que este es, basicamente, el principal tipo de diferencia observada al
comparar especies animales de diferentes longevidades. Los animales mas longevos tienen
membranas menos insaturadas en sus tejidos y mitocondrias que los animales de vida mas
corta, principalmente debido a un descenso en los niveles de los acidos 22:6n-3 y 20:4n-6 y a
un incremento en los niveles de 18:2n-6 (Hulbert et al., 2007), dando lugar, pues, a una menor
peroxidacién lipidica y a un menor dafo a macromoléculas dependiente de lipooxidacién
(Pamplona et al., 2002a; Sanz et al., 2006d). Asi pues, estos resultados parecen indicar que la
restriccion de metionina mimetiza los cambios inducidos por la RD en lo que se refiere a la

sensibilidad de las membranas a la peroxidacion lipidica.

Por su parte, cuando estudiamos el efecto de la restriccion de todos los aminoacidos de
la dieta excepto la metionina sobre la composicidon en acidos grasos de las mitocondrias
hepaticas de rata observamos, al igual que bajo la restriccion de metionina, un descenso en la
insaturacién de los acidos grasos. Este descenso se debié Unicamente a variaciones en los
niveles de dos acidos grasos que estan unidos en la misma ruta metabdlica biosintética: el
acido altamente insaturado 20:4n-6, que descendid, y su precursor menos insaturado 18:2n-6,

cuyos niveles se incrementaron, sin observarse cambios en la cantidad total de acidos grasos
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saturados o insaturados. El cambio observado en los niveles de estos dos acidos grasos
inducido por la restriccién de aminoacidos parece ser debido a un descenso en la actividad de
la enzima 0-6 desaturasa, enzima limitante en la ruta de biosintesis de los acidos grasos
poliinsaturados de la serie 6, pues el cociente 20:4 / 18:2 descendio significativamente con la
restriccion de aminoacidos. Este descenso en la insaturacion de los acidos grasos con la
restriccion de aminoacidos podria colaborar con el descenso en la generacion mitocondrial de
radicales libres a incrementar la longevidad durante la RD (que incluye la restriccion de
aminoacidos). Aunque el cambio en el DBI fue menor (cerca del 3%), sus efectos en la
peroxidacién lipidica podrian ser mucho mayores, ya que el incremento en la tasa de
peroxidacion lipidica en funcion del nimero de dobles enlaces no es lineal sino, que tiende a

ser de tipo exponencial.

Como resultado de la RD, se han descrito variaciones en la biogénesis y bioenergética
mitocondrial (Lopez-Lluch et al., 2006; Mattson and Magnus, 2006). Es interesante el hecho de
que estos efectos de la RD se han asociado con cambios en los niveles de las proteinas PGC-
1a y UCP4, de forma similar al incremento observado en los niveles de dichos marcadores,
cerebro de ratas restringidas en metionina en la presente tesis doctoral. De este modo, se ha
observado que la proteina mitocondrial UCP4 es capaz de mediar un cambio adaptativo en el
metabolismo energético, y que incrementa la resistencia de las neuronas al estrés metabdlico y
oxidativo (Mattson and Magnus, 2006). Ademas, la induccién de PGC-1a se ha asociado con la
activacion de numerosos factores de transcripcion que regulan la biogénesis mitocondrial y la
respiracion para reducir el dafo oxidativo endégeno, ademas de las respuestas especificas de
las células al frio, ayuno y ejercicio (Lopez-Lluch et al., 2006). Asi, se ha propuesto que los
efectos beneficiosos de la restriccion de metionina podrian ser el resultado de una
reprogramacion fisiolégica del metabolismo tanto a nivel tisular como celular; la restriccion de
metionina induce cambios en la funcidon endocrina que conducen a una disminuciéon en los
niveles séricos de IGF-1, insulina, glucosa, tiroxina (T4), y leptina, y a un incremento en los de
adiponectina y triiodotironina (T3) (Malloy et al., 2006; Miller et al., 2005). Este nuevo estado
endocrino posiblemente determine las adaptaciones metabdlicas de las células con particular
relevancia para el escenario del estrés oxidativo, como las que se acaban de describir, dando

lugar, asi, a una mayor resistencia del sistema nervioso al estrés oxidativo.

La restriccion de todos los aminoacidos de la dieta al 40% excepto metionina trajo
consecuencias a nivel energético tisular, segun se evidencia por los cambios en los niveles de
los nucledtidos de adenina. Esto se debié a un descenso en los niveles de ADP y ATP, pero no
en los de AMP. Ademas, el conciente ATP / ADP fue menor en el higado de los animales
restringidos en aminoacidos que en el de sus controles, y lo mismo se observé para la carga
energética del adenilato. Asi pues, la restriccion de otros aminoacidos esenciales de la dieta
aparte de la metionina causé un descenso en el contenido en reposo de la energia biolégica en

tejido hepatico de rata. Dicho descenso no debe encontrarse entre los efectos beneficiosos de
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la restriccion de alimento, pero probablemente es sobrecompensado por otros cambios
positivos a la vez que el animal se adapta a un nivel menor de carga energética. Se sabe que
la limitaciéon de aminoacidos esenciales inicia una via metabdlica de respuesta, que responde a
la deficiencia de aminoacidos mediante la regulacion de muchos pasos a lo largo de la via ADN
/ ARN / proteinas (Kilberg et al., 2005). Entre estos eventos regulados cabe destacar algunos,
como la remodelacion de la cromatina, cambios en los niveles de ARN mensajero asi como en
la traduccion dando lugar, pues, a variaciones en la expresion de numerosas proteinas entre

las que se incluyen enzimas metabdlicas.

Por otro lado, es bien conocido que cambios en los niveles de metionina en la dieta dan
lugar a cambios en los metabolitos del ciclo de la metionina, entre los que se incluyen SAM y
SAH (Finkelstein and Martin, 1986). En esta investigacion no se encontraron diferencias entre
los grupos control y restringido en aminoacidos (excepto metionina) en los niveles de SAM ni
en los de SAH, asi como tampoco se encontraron en el cociente SAM / SAH, de acuerdo con la

presencia de metionina a la misma concentracién en ambas dietas.

De acuerdo con la ausencia de cambios en la produccion mitocondrial de radicales
libres durante la restriccion de todos los aminoacidos de la dieta menos de metionina, no se
observaron cambios en la cantidad de los complejos respiratorios mitocondriales. Por otro lado,
y de acuerdo con la ausencia de cambios en los niveles de ninguno de los cuatro complejos de
la cadena respiratoria, no se alteraron los niveles de PGC-1a ni de NRF-2 en el grupo
restringido. La expresion de los genes de la cadena respiratoria se encuentra bajo el control de
la familia de coactivadores PGC-1, entre los que se incluye PGC-1a; este cofactor responde a
estimulos ambientales como el frio, o la disponibilidad de alimento y, sucesivamente, dirige
factores de transcripcion especificos, como NRF-2, que controlan la expresion de genes que
codifican para proteinas constituyentes de la cadena respiratoria mitocondrial (Ryan and
Hoogenraad, 2007). Estudios previos han encontrado un incremento en la biogénesis
mitocondrial durante la RD (Nisoli et al., 2005), pero se desconoce qué componentes de la
dieta son los responsables de esta respuesta. La ausencia de cambios en los niveles de PGC-
1a y NRF-2 durante la restriccion de aminoacidos descarta el papel de otros aminoacidos
aparte de la metionina, mientras que como se acaba de discutir, en cerebro de rata si se
observaron incrementos en los niveles de PGC-1a durante la restriccion de metionina. Por
tanto, estos datos tomados en conjunto sugieren que la restriccion del aminoacido metionina
podria ser la responsable, al menos en parte, del incremento en la biogénesis mitocondrial
observado durante la RD, aunque evidentemente es necesario mucho mas trabajo adicional
para corroborar los resultados obtenidos en la presente tesis antes de alcanzar esta

conclusion.

En levaduras, Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans, el gen sir 2 (en

inglés Silent Information Regulador 2) codifica para deacetilasas de histonas dependientes de
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NAD", y desempefian un importante papel en la determinacién de la esperanza de vida asi
como en la respuesta a la RD (Chen and Guarente, 2007; Rogina and Helfand, 2004). En
mamiferos hay 7 sirtuinas (sirtuinas 1-7), que son homdlogas de las proteinas Sir 2 en
organismos inferiores; de todas ellas, SIRT1 es el miembro de la familia que presenta una
mayor homologia con Sir 2, y se considera su ortélogo (Frye, 2000). Estudios recientes
sugieren que los niveles de la proteina SIRT1 estan elevados durante la RD y que, al igual que
Sir 2 en levaduras e invertebrados, dicha sirtuina estd implicada en la extensién de la
longevidad inducida por la RD en mamiferos (Boily et al, 2008). Sin embargo, nunca se ha
estudiado qué componentes de la dieta son los responsables de los incrementos en los niveles
de sirtuinas observados durante la RD. En la presente tesis, las ratas restringidas en todos los
aminoacidos de la dieta excepto en metionina presentaron un incremento en los niveles
hepaticos de SIRT1 de un 26% por encima de sus controles. Esto permite demostrar que no es
necesario disminuir la ingesta calérica para inducir SIRT1, e indica que la restriccion de todos
los aminoacidos de la dieta al 40% excepto la metionina tiene la capacidad de desencadenar
dicho cambio. Sin embargo, este resultado no descarta la posibilidad de que otros
componentes de la dieta también estén implicados en la elevacion de los niveles de SIRT1

durante la RD, aspecto que debe ser estudiado en futuras investigaciones.

Estudios recientes han visto que SIRT1 interacciona directamente con PGC-1a y la
deacetila (Nemoto et al., 2005), de forma analoga a su interaccion con p53 o miembros de la
familia de factores de transcripcion Forkhead, como Foxo3a; ademas, parece ser que en el
higado de mamiferos, durante los estados de ayuno y alimentacion, tienen lugar ciclos de
acetilacion y deacetilacion de PGC-1a (Rodgers et al., 2005). Por tanto, el incremento en los
niveles de SIRT1 podria contribuir a incrementos en la actividad de PGC-1a y, por tanto, a la
transcripcion de genes mitocondriales y a la biogénesis mitocondrial durante la RD. Sin
embargo, en este estudio, la restriccion de todos los aminoacidos de la dieta al 40% excepto la
metionina no alterd la cantidad de PGC-1a ni la de los complejos respiratorios mitocondriales
en higado de ratas, frente al incremento observado en los niveles de SIRT1. Existen varios
fendmenos reguladores a nivel molecular que podrian ser responsables de esta aparente
discrepancia. Por un lado, el modelo de deacetilacion de PGC-1a dependiente de SIRT1 es
quizas un modelo demasiado simplista, y no toma en cuenta otras modificaciones de PGC-1a
tales como fosforilacion o metilacion (Rodgers et al., 2008). Ademas, aunque la activacion de
SIRT1 deacetila PGC-1a, también disminuye su actividad transcripcional y disminuye el
consumo de oxigeno celular en un 25% (Nemoto et al., 2005). La amplitud de algunos de estos
cambios podria ser distinta durante la RD, manipulacién que incrementa PGC-1a y la
biogénesis mitocondrial, frente a la restriccién de los aminoacidos de la dieta distintos de la
metionina. Ademas, en el caso particular del tejido hepatico, el incremento en los niveles de
glucagon y glucocorticoides durante el ayuno o la RD incrementan la transcripcion del gen que

codifica para la proteina PGC-1a (Rodgers et al., 2008), mientras que estos cambios
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hormonales probablemente no tengan lugar en el modelo de restriccién de aminoacidos aqui

propuesto.

2.ESTUDIO DEL MODELO DE RESTRICCION DE DIETA EOD SOBRE EL ESTRES
OXIDATIVO MITOCONDRIAL EN HIGADO DE RATON C57BL/6

En esta investigacién se muestra, por vez primera, que la RD a través del método de
alimentacion en dias alternos (EOD) en ratones C57BL/6 desciende, al igual que ocurre
durante la RD clasica (restriccion de calorias al 40%), la produccion mitocondrial de radicales

libres y el estrés oxidativo en mamiferos (Gredilla and Barja, 2005).

El descenso en la tasa mitocondrial de radicales libres en los ratones EOD en
comparacion con los controles se observd con los sustratos glutamato-malato pero no con
succinato y el inhibidor rotenona. Como se ha comentado previamente, dos de los cuatro
complejos respiratorios mitocondriales, el complejo | (Barja and Herrero, 1998) y el complejo llI
(Boveris et al., 1976) producen radicales libres. La ausencia de cambios en los niveles de ROS
cuando se afiadié TTFA a las mitocondrias suplementadas con succinato (y rotenona) avala la
idea de que el complejo Il no es un importante generador de radicales libres. Con glutamato-
malato como sustratos, los electrones fluyen a través de los dos complejos generadores de
ROS, los complejos | y lll, mientras que con succinato y el inhibidor rotenona, sélo fluyen a
través del complejo Ill. Por tanto, los resultados obtenidos indican que el descenso en la
generacion mitocondrial de ROS durante el método de alimentacion EOD acontece
exclusivamente en el complejo I. Esto es similar a lo que se ha observado en modelos clasicos
de RD (Gredilla et al., 2001b; Lopez-Torres et al., 2002).

Ademas, el descenso en la produccién mitocondrial de ROS en el complejo | se
observé bajo condiciones basales, es decir, s6lo con sustrato, que son unas condiciones mas
fisiologicas que las medidas llevadas a cabo en presencia de inhibidores respiratorios, y que
son indicativas de la capacidad maxima de producciéon de radicales libres por parte de los

complejos respiratorios.

De acuerdo con la ausencia de cambios en la tasa metabdlica cuando se aplican
protocolos clasicos de RD (McCarter et al., 1985), el régimen EOD no alter6é el consumo de
oxigeno mitocondrial. Asi pues, esta ausencia de cambios en el consumo de oxigeno nos
indica que el descenso en la generacion mitocondrial de ROS no fue un simple resultado de un
descenso en el flujo electrénico total. En lugar de esto, la eficiencia de la cadena respiratoria

para evitar la fuga univalente de electrones al oxigeno se vio incrementada, pues la fuga de
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radicales libres descendio en los ratones EOD. Esto también ha sido observado previamente
en estudios clasicos de RD en roedores (Gredilla et al., 2001b; Lopez-Torres et al., 2002), y
podria deberse a un menor grado de reducciéon o a un cambio en el potencial redox de los

complejos respiratorios responsables de la generacién de ROS.

Asimismo, se ha propuesto que un ligero desacoplamiento mitocondrial podria estar
implicado en la extension de la longevidad mediante un descenso en la producciéon mitocondrial
de ROS (Echtay and Brand, 2007; Skulachev, 2004). En el caso particular de este estudio, el
descenso observado en la cantidad relativa de la proteina UCP2 durante el régimen EOD no
apoya tal posibilidad, pues el descenso en UCP2 deberia disminuir, en lugar de incrementar, el
desacoplamiento. Varias hipotesis podrian explicar este resultado; se podria deber, por
ejemplo, a los niveles extremadamente bajos de UCP2 que hay en el higado, en comparacion
con otros organos (Echtay, 2007), o a la ausencia de activadores especificos de UCP2 en
hepatocitos puesto que las proteinas desacoplantes necesitan ser activadas para desacoplar la
respiracion mitocondrial (Echtay et al., 2002). Ademas, no se puede excluir la posibilidad de

que otros factores desacoplantes varien en este modelo de EOD.

En lo que se refiere al mecanismo responsable del descenso en la generacion
mitocondrial de radicales libres, parte de dicho descenso podria ser debido a la menor cantidad
de los complejos respiratorios que se observé en las mitocondrias hepaticas de los ratones
restringidos mediante el método EOD, particularmente a la menor cantidad del complejo I,

generador de radicales libres, que descendié en un 49% en los ratones EOD.

Por su parte, el descenso observado en los niveles de los complejos respiratorios
podria estar relacionado con los menores niveles de PGC-1a que se han observado en los
ratones sometidos al régimen dietético EOD en este estudio. Como se ha comentado
previamente, PGC-1a es un coactivador principal responsable de la biogénesis mitocondrial,
por lo que induce la sintesis de numerosas proteinas mitocondriales, entre las que se incluyen
las que constituyen los complejos respiratorios (Ryan and Hoogenraad, 2007). Existen estudios
previos que han encontrado incrementos en los niveles de PGC-1a en ratones alimentados
mediante el régimen EOD (Nisoli et al., 2005); sin embargo, esto se observé en una cepa
distinta de ratones (B6129S, obtenidos del cruce de hembras C57BL/6 con machos SV127),
sometida al régimen EOD durante un periodo distinto de tiempo (3 o 12 meses, frente al
periodo de 7 semanas empleado en el presente estudio); ademas, lo que se midié en el trabajo
de Nisoli y colaboradores fue la expresion de PGC-1a, mientras que en este trabajo se estimé

la cantidad de proteina.

Por otro lado, en el presente trabajo, el régimen dietético EOD descendio los niveles de
la proteina AIF. Como se ha comentado anteriormente, AIF esta implicada en la induccion de
fendmenos apoptoticos, pero recientes investigaciones sugieren que esta flavoproteina

mitocondrial interviene en funciones tanto de vida como de muerte celular (Porter and Urbano,
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2006). En concreto, en las células deficientes en AIF, la fosforilacion oxidativa esta
comprometida, y ademas el contenido del complejo | esta reducido (Vahsen et al., 2004), por lo
que parece ser que AlF ejerce un papel en la biogénesis o0 mantenimiento de dicho complejo
multipolipeptidico. Por tanto, es posible que el descenso observado en AIF en el higado de
ratones EOD pueda contribuir al menor contenido en el complejo | observado en esos

animales.

Como se ha comentado previamente, uno de los efectos mas relevantes de los
radicales libres es su capacidad para atacar a macromoléculas bioldgicas, entre las que
destaca el ADN mitocondrial en relaciéon con el envejecimiento. Investigaciones previas han
demostrado que existe una cercana relacion entre los niveles de generacion mitocondrial de
ROS y los de dafio oxidativo al ADN mitocondrial, tanto en estudios clasicos de RD como en
estudios comparativos entre especies animales que presentan longevidades diferentes (Barja,
2004; Pamplona and Barja, 2006). Una posible explicacién podria ser la cercana proximidad
entre la membrana mitocondrial interna y el ADN mitocondrial. Asi pues, y de acuerdo con el
descenso observado en la produccion mitocondrial de radicales libres, el dafio oxidativo al ADN
mitocondrial, estimado como los niveles de 8-oxodG, descendid en el higado de los ratones

restringidos EOD.

El tratamiento EOD también descendidé los niveles de todos los marcadores de
oxidacioén proteica, glicooxidacion, y lipooxidacién analizados, de acuerdo con el descenso en
la generacion mitocondrial de radicales libres. Cambios similares han sido observados

previamente en estudios clasicos de RD (Pamplona et al., 2002b, c).

El descenso observado en los niveles de lipooxidacion proteica no fue debido a
cambios en el grado de insaturacion de los acidos grasos (que influye fuertemente en la
sensibilidad a la peroxidacion lipidica) puesto que tanto el niumero total de dobles enlaces de
los acidos grasos como el indice de peroxidizabilidad fueron similares en los ratones EOD y en
sus controles. Hubo un descenso en los acidos grasos PUFANn-6, compensado con un
incremento en los acidos grasos monoinsaturados, lo que sugiere modificaciones inducidas por
la dieta en las actividades de las enzimas desaturasas. Sin embargo, los descensos en la
lipoxidacion proteica parecen estar relacionados, al igual que los descensos en la oxidacién
proteica y glicooxidacion, a las menores tasas de generacion de radicales libres en el higado

de ratones EOD, y no a la insaturacion de los acidos grasos de sus membranas hepaticas.

Tanto la produccién mitocondrial de radicales libres (Gredilla and Barja, 2005) como la
via de sefnalizacién de la insulina (Masoro et al., 1992) descienden en los modelos clasicos de
RD, y constituyen dos mecanismos principales con el potencial suficiente para contribuir a
explicar el efecto de la RD en la extension de la longevidad; sin embargo, en la actualidad se

desconoce si ambos mecanismos trabajan en paralelo o si, por el contrario, estan

- 158 -



Discusion

mecanisticamente relacionados. Existen algunos estudios que apoyan esta ultima posibilidad
(Lambert and Merry, 2004), aunque otros la descartan (Sanz et al., 2005b). Ademas, la RD
extiende la longevidad de los ratones mutantes enanos Ames (Bartke et al., 2001) que, como
se ha comentado en el apartado de introduccién, presentan menores niveles de GH e IGF-1, y
viven aproximadamente un 50% mas que los ratones no mutantes (Brown-Borg et al., 1996), lo
que sugiere que la RD y la via de senalizacién de la insulina podrian actuar de forma

independientemente.

Por otro lado, se ha encontrado que el modelo EOD de RD en ratones C57BL/6 no sélo
no disminuye los niveles plasmaticos de IGF-1, sino que los incrementa (Anson et al., 2003),
mientras que en el presente trabajo se encontré6 que la alimentacion EOD descendia la
producciéon mitocondrial de radicales libres en la misma cepa de ratdn. Asi pues, estos
resultados permiten disociar el descenso en la generacidn mitocondrial de ROS de la
senalizacion de la via de la insulina / IGF-1, pues la menor tasa de produccion de radicales

libres no puede ser consecuencia de descensos en los niveles de IGF-1.

Otro aspecto interesante del modelo de RD EOD es su capacidad parcial para disociar
los efectos beneficiosos que conlleva este régimen dietético sobre la salud de la reduccion en
la ingesta de calorias. Una serie de estudios previos han descrito que la RD por el método EOD
conduce a numerosos cambios en beneficio de la salud, entre los que se incluyen descensos
en los niveles de homocisteina plasmatica, colesterol total y triglicéridos, asi como de la presion
sanguinea, tasa cardiaca, proliferacion celular, diabetes e incidencia de canceres, mientras que
por otro lado incrementa los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y la resistencia al
estrés, mejora la respuesta cardiaca al infarto de miocardio, es neuroprotector, y contrarresta
los descensos dependientes de la edad de los niveles de las proteinas de choque térmico
(Anson et al., 2003; Descamps et al., 2005; Martin et al., 2006; Masternak et al., 2005; Varady
and Hellerstein, 2007). Gran parte de estos cambios subyacentes al modelo de alimentacion en
dias alternos o EOD los comparte con el modelo clasico de RD, esto es, restriccion de calorias
al 40%.

Ademas, el modelo EOD incrementa la longevidad maxima en las cepas A/J, C57BL/6
y B6AF/J de ratdén asi como en ratas de laboratorio (Goodrick et al., 1983, 1990). Sin embargo,
las curvas de supervivencia reflejan que el efecto que ejerce la alimentacion EOD sobre la
longevidad maxima es sustancialmente menor que el ejercido por la RD clasica en roedores

(cerca de un 40% de incremento).

Como se ha comentado en el anterior apartado de esta discusion, tanto estudios
previos como los resultados anteriormente expuestos en la presente tesis doctoral indican que
el descenso en la produccién mitocondrial de radicales libres en distintos tejidos de rata se

debe a la restriccion de proteinas o de metionina de la dieta, y que bien la restriccion de
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proteinas o la de metionina podria ser la responsable también de parte (alrededor del 50%) del
incremento en la longevidad maxima inducido por la RD clasica en roedores de laboratorio,
mientras que el resto se deberia a otros factores desconocidos (Pamplona and Barja, 2006).
Por tanto, el descenso en la generacion mitocondrial de ROS observado en este trabajo podria
ser el responsable del incremento en la longevidad maxima en los ratones sometidos al
régimen dietético EOD, mientras que en los modelos de RD clasica, el incremento en la
longevidad podria ser mayor ya que, junto con el descenso en la generacion de ROS, existirian
mecanismos adicionales capaces de incrementar la longevidad por encima de lo que lo haria el
descenso en la produccion de radicales libres. Anson y sus colaboradores describieron que los
ratones de la cepa C57BL/6, cuando son sometidos a un régimen de alimentacién en dias
alternos, compensaban la ausencia de alimento el dia de que les correspondia ayuno con un
incremento en el consumo de calorias por encima de los valores normales el dia que recibian
alimento y, por tanto, sus niveles de consumo de calorias fueron sustancialmente mayores que
los de los roedores sometidos a modelos clasicos de RD; sin embargo, el consumo de alimento
en los cuatro periodos de tiempo que midieron, entre 5 y 14 semanas de restriccién, seguia
siendo menor que el de los ratones controles alimentados ad libitum (Anson et al., 2003). Una
situacion similar se encontré posteriormente en un estudio realizado con ratas Sprague Dawley
(Colotti et al., 2005), en el cual se observd, ademas, que el régimen EOD era capaz de
contrarrestar parte del descenso asociado al envejecimiento en los niveles de expresién de las
proteinas de choque térmico (Hsps) en corazén, asi como de contrarrestar también la

tendencia al incremento en los niveles de carbonilos proteicos en proteinas cardiacas.

Esto esta de acuerdo con los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, pues
se observd un 20% de descenso en el consumo de alimento en los ratones sometidos al
régimen EOD tras 7 semanas de restriccion en relacion con los controles alimentados ad
libitum. Ademas, los ratones EOD presentaron un menor incremento en el peso corporal a lo
largo del periodo experimental, y un menor peso del bazo vy rifiones al finalizar de dicho
periodo. Este descenso en la toma de comida (y por tanto, en la ingesta de proteinas y de
metionina) podria ser el responsable del descenso en la generacion mitocondrial de radicales

libres observado en la presente tesis.

Finalmente, aunque los resultados de esta investigacion son consistentes con la
posibilidad de que el descenso observado en la produccion de radicales libres de origen
mitocondrial y el consiguiente descenso en el estrés oxidativo macromolecular estén implicados
en el efecto que el método de RD EOD ejerce sobre la extension de la longevidad en ratones
C57BL/6, esto no excluye el posible funcionamiento simultdaneo de otros mecanismos
antienvejecimiento en este modelo animal. Varios trabajos han demostrado que el modelo de
alimentacion EOD en ratones C57BL/6 incrementa la resistencia de las neuronas al estrés
excitotoxico, mejora la respuesta celular al estrés, y protege las neuronas frente a factores

genéticos y ambientales a los cuales, de otra forma, sucumbirian durante el envejecimiento
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(Anson et al., 2003; Lee et al., 2002). Los mecanismos implicados pueden ser multiples y

podrian incluir, por ejemplo, factores de transcripcion FoxO, sirtuinas, proteinas chaperonas y

factores neurotroficos (Martin et al., 2006).
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e La restriccién de metionina desciende la produccion mitocondrial de ROS y la fuga de
radicales libres en higado, cerebro y rifién de rata, de forma similar a lo observado
previamente bajo restriccion de calorias y de proteinas al 40%; ademas, también
disminuye la cantidad de los complejos | y Il de la cadena respiratoria mitocondrial, AIF
y la insaturacion de los acidos grasos, mientras que aumenta los niveles de UCP4 y
PGC-1a.

e Los niveles de dafio oxidativo al ADN mitocondrial, valorados como niveles de 8-
oxodG, asi como los de oxidacién proteica, lipooxidacion y glicooxidacion descienden
durante la restriccion de metionina, y reflejan los cambios observados en la tasa
mitocondrial de radicales libres sugiriendo la existencia de una relacion de causalidad

entre ambos.

e La restriccion de metionina ejerce una funcién neuroprotectora, y es el factor clave de
la dieta responsable del descenso en la tasa de produccién mitocondrial de radicales
libres y en el estrés oxidativo en diferentes tejidos de rata, asi como de cerca de la
mitad del incremento en la longevidad maxima que tiene lugar durante la restriccion de

dieta.

e El hecho de que practicamente todos los efectos sobre el estrés oxidativo se observen
a un nivel de restriccion de metionina del 40%, sin necesidad de llegar al 80% de
restriccion, refuerza la idea de que la menor ingesta de metionina sea la responsable
de los cambios beneficiosos que se observan durante la restriccion de dieta estandar
(40%).

e Larestriccion al 40% de todos los aminoacidos de la dieta, excepto metionina, no altera
el consumo de oxigeno mitocondrial, la tasa de produccién mitocondrial de ROS, los
niveles de 8-oxodG en el ADN mitocondrial, la cantidad relativa de ninguno de los
cuatro complejos de la cadena respiratoria ni la de los indicadores de biogénesis
mitocondrial. Esto, junto con estudios previos de restriccion de dieta, de proteinas y de
metionina, indica que la restriccion de metionina es la responsable del descenso de

producciéon mitocondrial de ROS y dafio oxidativo al ADN mitocondrial.

e La restriccion al 40% de todos los aminoacidos de la dieta, excepto metionina,
desciende los niveles de las proteinas modificadas oxidativamente, la peroxidacion
lipidica in vivo y la cantidad de AIF, e incrementa los niveles de SIRT1. Por tanto, al
menos debido a estas acciones, podria colaborar a extender la longevidad de los

mamiferos durante la restriccion de calorias y de proteinas.
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e El método de alimentacion en dias alternos (EOD) disminuye la produccion de
radicales libres en el complejo | sin cambios en el consumo de oxigeno y, como
consecuencia, también disminuye la fuga de radicales libres en este complejo
respiratorio. El dafio oxidativo al ADN mitocondrial y a proteinas, asi como los niveles
de AIF, PGC-1a y UCP2 también descienden, mientras que el grado de insaturacion de
los acidos grasos no se altera en higado de ratones C57BL/6 sometidos al régimen
EOD. Estos resultados también indican que el descenso en produccién mitocondrial de

ROS y dano oxidativo al ADN mitocondrial es independiente de IGF-1.

e El menor consumo de alimento de cerca de un 20% vy, por tanto, de proteinas y
metionina en ratones C57BL/6 sometidos a un régimen EOD, podria ser el responsable

del descenso en la generacion mitocondrial de radicales libres en higado.

e La menor tasa de produccién mitocondrial de radicales libres y el consiguiente
descenso en el estrés oxidativo macromolecular podrian estar implicados en el efecto
de extension de longevidad que ejerce el régimen EOD en ratones C57BL/6, pero esto
no excluye la posible operacion simultanea de otros mecanismos antienvejecimiento en

este modelo animal.
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G. (2008) Effect of Every Other Day Feeding on mitochondrial free radical production and

oxidative stress in mouse liver. Rejuvenation Research 11(3):621-629.
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