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RESUMEN

RESUMEN
INTRODUCCION

Entender el proceso del envejecimiento se ha convertido en una de las cuestiones
mas interesantes para el ser humano. A pesar de que han sido muchas las teorias
propuestas para intentar explicarlo, la teoria que actualmente se ve confirmada por
numerosas evidencias procedentes tanto de la Biologia Comparada como de la Biologia
Experimental es la Teoria Mitocondrial de Envejecimiento por Radicales Libres
(Harman, 1972; Miquel et al., 1980), segun la cual, las mitocondrias y particularmente
los complejos | y Ill de la cadena respiratoria producen radicales libres derivados del
oxigeno (ROS) que pueden dafar oxidativamente diferentes componentes celulares,

contribuyendo al envejecimiento del organismo.

Las investigaciones procedentes de la Biologia Comparada han demostrado que
existen dos factores relacionados con el estrés oxidativo que correlacionan de forma
inversa con la longevidad en mamiferos y aves. Asi, estas especies longevas se
caracterizan por tener una baja produccidn mitocondrial de ROS por parte del
complejo | de la cadena respiratoria y un bajo grado de insaturacién de los acidos
grasos de las membranas celulares de sus tejidos (indice de dobles enlaces, DBI), lo
gue disminuye el dafio oxidativo y reduce la peroxidacién lipidica en comparacidn con

las especies de vida corta (Pamplona y Barja, 2011).

Acerca de los estudios en Biologia Experimental, la restriccion de dieta (RD), la
manipulaciéon mejor conocida que incrementa la longevidad en la mayoria de los
organismos estudiados, reduce la produccién mitocondrial de ROS en el complejo | y el
dano oxidativo mitocondrial en la mayoria de los tejidos en los que ha sido estudiado y
con un tratamiento a largo plazo (Gredilla y Barja, 2005). Tras el estudio de diversas
intervenciones nutricionales con el fin de encontrar el componente dietético
responsable de los efectos beneficiosos de la RD, se ha demostrado que ni la
restriccion lipidica ni la restriccion de carbohidratos afectan al estrés oxidativo, lo que
concuerda con la ausencia de efecto de estas manipulaciones sobre la longevidad en
roedores. En cambio, la restriccidn proteica (RP) y concretamente, la restriccion al 80%

de un solo aminoacido: la metionina (Restriccidon de metionina, RMet), incrementan la
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longevidad maxima, ejercen numerosos efectos beneficiosos en roedores y disminuyen
la producciéon mitocondrial de radicales libres en el complejo | y el dafio oxidativo en
corazon e higado de rata (Lopez-Torres y Barja, 2008). Sin embargo, estos trabajos se
han llevado a cabo con una restriccidon de metionina al 80%, mientras que los estudios
de RD conllevan una restriccién del 40%. Ademds, ambas intervenciones ejercen
efectos negativos sobre la tasa de crecimiento, la maduracién sexual y el tamafio
corporal. Por ello, la manipulacién relevante para futuras extrapolaciones en humanos
es la restriccion de metionina al 40%, que es la intervencion objeto de estudio en la

presente tesis.

Otro tipo de manipulaciones experimentales que incrementan la longevidad en
roedores son las intervenciones genéticas. El modelo descrito por Yan y colaboradores
en 2007 estd basado en la interrupcidon de la sefializacién B-adrenérgica (B-AR)
mediante el bloqueo de la expresiéon génica de la adenilato ciclasa tipo 5 (AC5) en
ratones AC5 Knockout (AC5KO). Estos ratones AC5KO muestran mayor longevidad
tanto media como maxima, estan protegidos frente a cardiomiopatias y a la pérdida de
masa Osea y presentan mayor resistencia al estrés oxidativo, lo que los autores han
propuesto como respuesta a la estimulacién de la via de sefializacién Raf/MEK/ERK. Sin
embargo, los mecanismos que conducen a estos efectos beneficiosos no se han

aclarado (Yan et al., 2007).

Por ello, esta tesis tiene como objetivo general profundizar en los mecanismos a
través de los cuales la restriccion de metionina en la dieta y el bloqueo de la
sefalizacion B-adrenérgica disminuyen la tasa de envejecimiento con el fin de aclarar si
los dos parametros conocidos que relacionan el estrés oxidativo con la longevidad: la
produccién mitocondrial de ROS y el grado de insaturacion de los acidos grasos de
membrana, pueden verse modificados por estas intervenciones. Para ello, se
desarrollaron los siguientes objetivos concretos: 1. Investigar si la restriccion de
metionina al 40% en la dieta disminuye el estrés oxidativo mitocondrial en el corazon
de rata Wistar de forma similar a lo descrito en restriccion de metionina al 80%. 2.
Determinar si las ratas viejas mantienen la capacidad de disminuir el estrés oxidativo
como respuesta a la restricciéon de metionina al 40% a corto plazo 3. Analizar si el

blogueo de la sefalizacion B-adrenérgica mediante el tratamiento con el farmaco
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atenolol modula el estrés oxidativo en el corazén de ratdon C57BL/6. 4. Determinar si el
tratamiento conjunto de la restriccion de metionina en dieta y el bloqueo de la
sefializacion B-adrenérgica puede ejercer efectos aditivos o incluso sinérgicos sobre el

estrés oxidativo mitocondrial en el corazdn de rata.
CONTENIDO DE LA INVESTIGACION

1. Efecto de la restriccion de metionina en la dieta sobre el estrés oxidativo

mitocondrial en corazon de rata

El efecto de la restriccion de metionina al 40% en corazén de rata se investigd con
el fin de determinar si la metionina es el componente dietético responsable de los
efectos que la restriccion de dieta al 40% ejerce sobre el estrés oxidativo, lo que es
interesante dado que la restriccion de metionina al 40% no afecta a la tasa de
crecimiento y seria una manipulacion mucho mas facil de implementar en la poblacién

humana.

Asi, el tratamiento durante 7 semanas con restriccion isocaldrica de metionina al
40% no afectd a la tasa de crecimiento y disminuyd la produccion mitocondrial de ROS
exclusivamente en el complejo I, sin modificar el consumo de oxigeno mitocondrial ni
la cantidad de la enzima antioxidante superéxido dismutasa manganeso (MnSOD) en
mitocondrias cardiacas de rata. De acuerdo con la menor produccién de radicales
libres, el tratamiento disminuyd el dafio oxidativo al ADN mitocondrial y el nivel de los
marcadores de oxidacién, lipoxidacién vy glicoxidacién proteica. Los cambios
observados son similares aunque ligeramente menos intensos a los descritos
previamente en el corazén de ratas restringidas en metionina al 80% (Sanz et al., 2006)
y mas acusados que los descritos en restriccion de dieta (Gredilla et al., 2002). A
continuaciéon determinamos si los cambios de metionina en la dieta tenian efectos
sobre un proceso de modificacién epigenética: la metilacién del ADN, y encontramos
gue nuestra intervencién disminuyd el grado de metilaciéon global del ADN, lo que
tiene sentido dado que la metionina es esencial para la sintesis de S-adenosilmetionina
(SAM), un donador de grupos metilo, cuya cantidad podria verse modificada por la
intervencion, que podria ejercer sus efectos a través de cambios en la expresidn génica
regulados por este proceso. Por ultimo, y tras analizar la composicion lipidica de las

membranas celulares y el posible papel de la Sirtuina 5, quedd de manifiesto que la
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restriccion de metionina no ejercia sus efectos a través de esta proteina, dado que no
se observaron diferencias y tampoco lo hizo modulando de forma clara la composicién
lipidica, parametro en el que se observaron diferencias tan sélo en ciertos acidos

grasos.

2. Restriccion de metionina y envejecimiento: Efecto de la restriccion de metionina en

la dieta a corto plazo sobre el estrés oxidativo mitocondrial en higado de ratas

viejas

Con el fin de determinar si la restriccién de metionina al 40% ejerce efectos
beneficiosos cuando se inicia a edades avanzadas, de forma similar a lo descrito en
ratas jovenes, llevamos a cabo este estudio en ratas de edades avanzadas (24 meses),
a las que se alimenté con dieta control o dieta restringida en metionina al 40% y en

ratas jévenes (6 meses) a las que se alimentd con dieta control durante 7 semanas.

En las ratas viejas sometidas a restriccion de metionina al 40% se produjo una
diminucidon de la produccién y la fuga de radicales libres en el complejo | en
mitocondrias hepdaticas al comparar tanto con animales viejos control como con
jévenes control y se redujo el dafio oxidativo al ADN mitocondrial en comparacion con
ratas viejas control. Estos resultados no reflejaron cambios con la edad y son similares
a los descritos en restriccion de metionina en ratas jovenes (Sanz et al., 2006; Caro et
al., 2008). Ademas, esta intervencién fue capaz de revertir el incremento de los
marcadores de modificacion proteica que se produjo con la edad, de forma parcial vy,
en algunos casos, total. Nuestros resultados indican que la restriccién de metionina al
40% es efectiva disminuyendo el estrés oxidativo mitocondrial incluso cuando se inicia
a edades avanzadas. En este caso el grado de metilacidon global del ADN no se vio
modificado por el tratamiento, lo que hace suponer que los efectos de esta
intervencién nutricional sobre este pardmetro pueden ser dependientes del tejido o de
la edad. Lo mismo sucedié con las proteinas implicadas en la biogénesis mitocondrial,
que en el caso de la proteina PGC1 no se vio afectada y respecto al factor de
transcripcion mitocondrial A (TFAM), sus niveles disminuyeron tras la intervencion. Por
ultimo se analizé si la Sirtuina 1 estaba implicada en los efectos de la restricciéon de
metionina, encontrandose que la intervencidn nutricional revirtié el incremento de sus

niveles en las ratas viejas.
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3. Modulacidn del estrés oxidativo mitocondrial mediante el bloqueo de la senalizacion

B-adrenérgica

Con el fin de profundizar en los mecanismos por los que el bloqueo de la
sefializacién [-adrenérgica incrementa la longevidad en los ratones C57BL/6, nos
planteamos interrumpir esta via de sefalizacion mediante el tratamiento
farmacoldgico con el bloqueante PBl-adrenérgico: atenolol, disuelto en el agua de

bebida y con un tratamiento de 2 semanas de duracion.

En los ratones tratados con atenolol no se modificd la produccién mitocondrial
de ROS ni el dano oxidativo al ADN mitocondrial en el corazén. Por ello, estudiamos el
otro parametro que relaciona longevidad y estrés oxidativo: el grado de insaturaciéon
de los acidos grasos de membrana. Encontramos que el tratamiento con atenolol
disminuyé de forma muy intensa el numero de dobles enlaces (DBI) y el indice de
peroxidizabilidad (PI) de las membranas, lo que se debié principalmente a la
disminucion de los acidos grasos altamente insaturados: 22:6n-3 y 20:4n-6 y al
incremento de los acidos grasos saturados y monoinsaturados: 18:1n-9, 16:1n-7 y 16:0.
Estos cambios dotan a la membrana de mayor resistencia a la peroxidacién lipidica, lo
que encaja con los menores niveles de los marcadores de oxidacién y lipoxidacién
proteica observados en los ratones tratados con atenolol. En cambio, los marcadores
de glicoxidacidon proteica vieron incrementados sus niveles tras el tratamiento
farmacoldgico, lo que sugerimos pudo ser debido a un aumento de los intermediarios
glicoliticos inducido por el tratamiento. Por ultimo, con el fin de comprobar que la via
de sefalizacion Raf/MEK/ERK se encontraba estimulada, se midié la cantidad de la
proteina p-ERK, que se encontré incrementada en los ratones tratados con el farmaco
al igual que habia sido descrito previamente en los ratones AC5KO. Por lo tanto,
nuestros resultados sugieren que el incremento de longevidad observado en los
ratones AC5KO podria estar relacionado con la menor insaturacion de acidos grasos de
membrana y el consiguiente menor dano lipoxidativo a las proteinas celulares, lo que
podria estar inducido por un incremento en la sefalizacion mediada por la proteina

ERK.
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4. Efectos del tratamiento conjunto de la restriccion de metionina en la dieta y el

blogqueo B-adrenérgico sobre el estrés oxidativo mitocondrial

A la vista de los resultados obtenidos en el primer y tercer objetivo, queda de
manifiesto como ambos tratamientos por separado son capaces de modificar los dos
factores que relacionan el estrés oxidativo y el envejecimiento. Con el fin de estudiar si
ambas manipulaciones experimentales, la restriccion de metionina y el bloqueo de la
sefalizacion B-adrenérgica mediante el tratamiento con atenolol, son capaces de tener
efectos aditivos o incluso sinérgicos respecto a la produccién mitocondrial de ROS y la
insaturacién de acidos grasos de membrana, se estudiaron estos parametros en el

corazon de rata tras 7 semanas de tratamiento.

A pesar de que en este caso el bloqueo [B-adrenérgico inducido por el atenolol
incrementd la produccion mitocondrial de ROS, este aumento fue revertido cuando
ambos tratamientos (restriccién de metionina y atenolol) se llevaron a cabo de forma
conjunta, al igual que sucedié con la fuga de radicales libres. Ademas, tanto la
restriccion de metionina como el tratamiento con atenolol disminuyeron el dafio
oxidativo al ADN mitocondrial y a las proteinas, asi como el grado de insaturacion de
los acidos grasos de membrana, lo que parecié deberse al menos en parte, a la
disminucion de las actividades desaturasas y elongasas o a la PB-oxidacidon
peroxisdmica, y estimularon la fosforilacidon de la proteina de sefializacién ERK. Ambos
tratamientos implementados de forma conjunta mostraron efectos mas marcados
sobre la disminucién de la insaturacidn de los acidos grasos de membrana, la oxidacién
proteica y la estimulacién de la fosforilacién de la proteina ERK, que con ambos

tratamientos por separado.
CONCLUSIONES

X La restriccion de metionina al 40% a corto plazo disminuye el estrés oxidativo en
mitocondrias cardiacas, de forma similar a lo observado en la restriccion de
metionina al 80%, lo que refuerza la idea de que la metionina es el componente de
la dieta responsable del descenso del estrés oxidativo observado en la RD al 40%.

X Las ratas viejas (24 meses) mantienen la capacidad de disminuir el estrés oxidativo
en mitocondrias hepaticas en respuesta a la restriccion de metionina al 40% a

corto plazo, al igual que ha sido descrito en ratas jévenes.
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X La interrupcién de la sefializacidon B-adrenérgica tras 2 semanas de tratamiento
con atenolol reduce de forma muy marcada el grado de insaturacién de los acidos
grasos de membrana y los marcadores de oxidacidn y lipoxidacion proteica e
incrementa la cantidad de la proteina p-ERK en el corazén de ratén C57BL/6.

X El tratamiento combinado de restriccién de metionina en la dieta y atenolol en el
agua de bebida disminuye el grado de insaturaciéon de los acidos grasos de
membrana, los marcadores de oxidacidn proteica e incrementa la cantidad de la
proteina p-ERK de forma mas acusada que cada uno de los tratamientos utilizados

por separado.

BIBLIOGRAFIA

CARO P, GOMEZ J, LOPEZ-TORRES M, SANCHEZ |, NAUDI A, JOVE M, PAMPLONA R, BARJA G (2008) Forty
percent and eighty percent methionine restriction decrease mitochondrial ROS generation and
oxidative stress in rat liver. Biogerontology 9:183-196.

GREDILLA R, LOPEZ-TORRES M, BARIA G (2002) Effect of time of restriction on the decrease in
mitochondrial H202 production and oxidative DNA damage in the heart of food-restricted rats.
Microsc Res Tech. 59: 273-277.

GREDILLA R, BARIA G (2005) Minireview: the role of oxidative stress in relation to caloric
restriction and longevity. Endocrinology 146:3713-3717

HARMAN D (1972) The biologic clock: the mitochondria? Journal of the American Geriatrics
Society 20: 145-147

HULBERT AJ, PAMPLONA R, BUFFENSTEIN R, BUTTEMER WA (2007) Life and death: metabolic rate,
membrane composition, and life span of animals. Physiological reviews 87: 1175-1213.

LoPEz-TORRES M, BARIA G (2008) Lowered methionine ingestion as responsible for the decrease
in rodent mitochondrial oxidative stress in protein and dietary restriction, possible implications
for humans. Biochimica et Biophysica acta 1780: 1337-1347.

PAMPLONA R, BARJIA G (2011) An evolutionary comparative scan for longevity-related oxidative
stress resistance mechanisms in homeotherms. Biogerontology 12: 409-435.

SANZ A, CARO P, AYALA V, PORTERO-OTIN M, PAMPLONA R, BARIA G (2006) Methionine restriction
decreases mitochondrial oxygen radical generation and leak as well as oxidative damage to
mitochondrial DNA and proteins. FASEB J. 20: 1064-1073.

YAN L, VATNER DE, O'CONNOR JP, IVESSA A, GE H, CHEN W, HIROTANI S, ISHIKAWA Y, SADOSHIMA J,
VATNER SF (2007) Type 5 adenylyl cyclase disruption increases longevity and protects against
stress. Cell 130:247-258.






INTRODUCCION



INTRODUCCION

1. ENVEJECIMIENTO

Desde que la humanidad tomd conciencia de la existencia de la muerte, entender
el proceso del envejecimiento, para combatirlo, se ha convertido en una de las
cuestiones mas interesantes para el ser humano: éPor qué envejecemos? ¢Qué
desencadena este fendmeno? Durante la historia, muchos han sido los intentos por
responder a estas preguntas, algunos desde un punto de vista cientifico pero la
mayoria rodeados de supersticién y con el fin de perseguir la eterna juventud. Ejemplo
de ello lo constituye la creencia de la existencia de una “fuente de la eterna juventud”
cuya localizacidn ha sido un estimulo constante para exploradores y conquistadores.
Incluso Juan Ponce de Ledn, en una expedicidn financiada por Fernando el Catdlico,
traté de encontrarla llegando a la tierra que posteriormente seria conocida como

Florida con numerosas fuentes pero sin efecto rejuvenecedor ninguno.

Aun durante las primeras décadas del siglo XX se realizaron curiosas terapias
rejuvenecedoras que en la mayoria de los casos resultaban inciertas y peligrosas, como
los trasplantes testiculares de monos a humanos llevados a cabo por el cirujano
Voronoff, que extendieron la sifilis entre los receptores al estar infectados los monos
utilizados en las ultimas operaciones. Todo ello pone de manifiesto el enorme interés
qgue ha despertado desde tiempos ancestrales el fenédmeno del envejecimiento y el

deseo del ser humano por devolver al organismo la juventud perdida.

En la actualidad el avance de la ciencia y la mejora de las condiciones de vida han
incrementado notablemente la esperanza de vida, pero no se ha conseguido ralentizar
el proceso enddgeno de envejecimiento y la longevidad maxima continta invariable
(Figura 1). Debido a esto, nuestra sociedad actual debe hacer frente a un gran nimero
de retos sanitarios y socioeconémicos derivados del aumento de individuos viejos y de

la poblacién afectada por enfermedades asociadas al envejecimiento.

Debido al aumento de la esperanza de vida, se ha extendido cierta creencia de que
el envejecimiento ha sido ralentizado. Sin embargo, esto aun no se ha conseguido
porque la longevidad mdxima no se ha modificado. Como el término longevidad puede
dar lugar a cierta confusidon, es necesario explicar la diferencia entre dos conceptos:
longevidad media y maxima. La longevidad media se refiere a los afios promedio que

un individuo puede llegar a vivir por pertenecer a una poblacidn especifica. Es un
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concepto similar al de esperanza de vida, que, no obstante, es calculado por los
demdgrafos con una férmula complicada. La longevidad maxima (MLSP, maximum life
span potential) es la edad maxima alcanzable por los individuos pertenecientes a una
especie concreta. Una paloma puede llegar a vivir 35 afios, mientras que un ratén

normal, aun viviendo en las mejores condiciones posibles, no llegard a superar los

cuatro anos.
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Figura 1. Curva de supervivencia de diferentes poblaciones humanas
durante la historia (- - -) y en el futuro ( ). El incremento de la longevidad
media propiciado por el avance cientifico y la mejora de las condiciones de vida ha
rectangularizado la curva de supervivencia (Flecha a). Sin embargo, la longevidad
méxima no se ha modificado. En la actualidad, la ciencia persigue comprender los
mecanismos que subyacen al envejecimiento para, actuando sobre ellos, lograr
disminuir la tasa de envejecimiento e incrementar la longevidad maxima (Flecha b).
Modificado de (Knight, 1995)

Mientras que la longevidad media viene determinada principalmente por el
entorno de un individuo particular, la longevidad maxima lo estd por la pertenencia a
una especie u otra, es decir, se trata de un parametro especifico de especie y fijado por
los genes. Un concepto que puede ayudar a aclarar la diferencia es el de tasa de
envejecimiento, que puede definirse como la velocidad a la que se produce la
acumulacién de cambios deletéreos que provoca el envejecimiento. Dicha
acumulacién esta determinada genéticamente y es diferente en las distintas especies

animales. Se puede incrementar la longevidad media sin variar la tasa de
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envejecimiento, que es lo que se ha producido durante los ultimos siglos. Sin embargo,
es necesario disminuir esta tasa para incrementar la longevidad maxima (de aqui en

adelante, longevidad).

El reto que se plantea la ciencia en la actualidad es lograr entender los procesos
responsables del envejecimiento para poder actuar sobre ellos con el fin de
incrementar la longevidad maxima, y con ello prolongar los “afios buenos”. Con la
presente tesis doctoral pretendemos profundizar en los mecanismos que subyacen a
las manipulaciones experimentales que incrementan la longevidad maxima en
roedores de laboratorio para lograr entender qué procesos llevan al envejecimiento y

poder actuar sobre ellos.

1.1. DEFINICION Y CARACTERISTICAS

El envejecimiento es un proceso que observamos a diario a nuestro alrededor. A
pesar de que se trata de un concepto intuitivamente facil de entender, no existe una
definicién universalmente aceptada. Denham Harman, el investigador que definié la
Teoria de Envejecimiento por Radicales Libres que sera explicada en el apartado 1.3,
definié el envejecimiento como la progresiva acumulacion 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 caracterizar el envejecimiento fue propuesta por el gerontdlogo
americano Bernard Strehler (Strehler, 1962) que identificd sus principales

caracteristicas. Segln Strehler el envejecimiento es:

1. Progresivo: Las causas del envejecimiento estdn presentes en los individuos a

lo largo de su vida, tanto en individuos jévenes como de edad avanzada.

2. Enddgeno: Son factores internos los que, en su mayoria, determinan el proceso
del envejecimiento. En condiciones Optimas y constantes, los animales
contindan envejeciendo porque las causas que lo producen son internas. Los
factores exdgenos (por ejemplo, radiaciones UV y antioxidantes en la dieta)
pueden incrementar o mitigar el dafio a los tejidos que se origina en el interior,

pero no son causas de envejecimiento debido a su origen externo.
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3. Universal: Todos los individuos de una especie envejecen, al igual que todas las

especies de mamiferos y aves en las que se ha estudiado este proceso.

4. Deletéreo: Como consecuencia de este proceso, el individuo acaba muriendo
y, en este sentido, es perjudicial. Los cambios asociados al envejecimiento se
observan de manera mas clara en células postmitéticas, como neuronas o

cardiomiocitos (Miquel et al., 1980) que en las que se dividen continuamente.

1.2. TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

Existen numerosas teorias que tratan de explicar el envejecimiento. De hecho, casi
cualquier descubrimiento en biologia ha dado lugar a una nueva familia de teorias.
Aunque la tarea de revisarlas es complicada, existen revisiones interesantes como la
llevada a cabo por Mevdevev en 1990. Entre la amplia variedad de hipdtesis que han
sido propuestas cabe destacar la teoria del limite de duplicacién celular (Hayflick,
1965), basada en la existencia de un numero fijo de divisiones celulares y la teoria
telomérica, propuesta por Olovnikov en 1971, que propone el acortamiento de los
teldmeros como causa del envejecimiento. Sin embargo, estas teorias no explicarian el
envejecimiento en los tejidos postmitdticos, que muestran los cambios perjudiciales
mas pronunciados en individuos de edad avanzada. También han sido propuestas
teorias que explican el envejecimiento como la acumulacién con la edad de agregados
de macromoléculas, entre ellas la teoria de entrecruzamientos (crosslinking) (Verzar,
1968) y la basada en la acumulacién de desperdicio celular en forma de lipofucsina
(Bourne, 1973), que aunque puede contribuir al fenédmeno, no puede ser una de las
razones que determine cuanto vive cada especie. Otro grupo de teorias estan
relacionadas con la acumulacién de mutaciones con la edad, como la teoria de
mutaciones somaticas (Szilard, 1959; Failla, 1958) y la teoria del error catastrofico
(Orgel, 1963) segun la cual los errores producidos durante la sintesis proteica
generarian proteinas erréneas que, a su vez, producirian mas errores en los procesos
de transcripcion y traduccién, lo que conduciria a la degeneracion de las funciones

celulares y al final a la muerte.
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Una explicacidn cldsica del envejecimiento estad relacionada con un pardmetro
fundamental de cada animal, su tasa metabdlica. A principios del siglo XX, Max Rubner
describidé la relacién entre el tamaiio corporal, la tasa metabdlica y la longevidad,
mediante un pardametro, la capacidad metabdlica total (LEP, Life Energy Potential) que
indica el total de calorias por kilogramo de tejido del que dispone un individuo durante
toda su vida (Rubner, 1908). Asi, el envejecimiento se produciria al ir disminuyendo
este potencial. Posteriormente, en 1928, el profesor Raymond Pearl describiria en su
teoria de la “velocidad de vida” (Rate of Living), la relacion entre la tasa metabdlicay la
longevidad (Pearl, 1928). Por ejemplo, la tasa metabdlica de los elefantes es baja y
pueden vivir hasta 70 afios, mientras que en los ratones la tasa metabdlica es alta y
pueden alcanzar sélo 4 afios de vida. En la actualidad, la idea de Pearl presenta una
serie de excepciones, como las comparaciones entre aves y mamiferos y los primates o
murciélagos dentro del grupo de los mamiferos que demuestran que una tasa

metabdlica elevada no se acompana siempre de una longevidad reducida.

Finalmente, la teoria que actualmente goza de mayor apoyo por parte de la
comunidad cientifica y se ve confirmada por numerosas evidencias procedentes tanto
de la Biologia Comparada como de la Biologia Experimental es la Teoria Mitocondrial
de Envejecimiento por Radicales libres (Harman, 1972), que serd detallada a

continuacion.

1.3. TEORIA MITOCONDRIAL DE ENVEJECIMIENTO POR RADICALES LIBRES

Durante las ultimas dos décadas, la teoria Mitocondrial de Envejecimiento por
Radicales Libres ha sido la teoria mas aceptada por la comunidad cientifica, pudiendo
explicar muchos aspectos de las diferentes teorias citadas anteriormente y encajando

bien con las cuatro reglas basicas descritas por Bernard Strehler.

Sus origenes se remontan a mediados del siglo XX, cuando Rebeca Gershman
relacioné por primera vez la toxicidad del oxigeno con los radicales libres. A partir de
este descubrimiento, Denham Harman propuso en un principio la Teoria de
Envejecimiento por Radicales Libres (Harman, 1956) en la que propone que el
envejecimiento se produce como resultado de la acumulacién de dafio provocado por

los radicales libres producidos durante el metabolismo celular. Esta teoria pasé mas o
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menos desapercibida hasta que, quince afos después, McCord y Fridovich
descubrieron la enzima superdxido dismutasa (SOD) (McCord y Fridovich, 1969). La
existencia de una enzima cuya funcion es detoxificar el dafio oxidativo ponia de
manifiesto que existia una produccién de radicales libres y dafio dentro de las células.
Unos afios después, el grupo de Britton Chance investigd en detalle la produccién de
peréxido de hidrégeno en mitocondrias aisladas (Boveris y Chance, 1973). Esto
demostraba que durante la respiracion mitocondrial normal, el oxigeno es
incompletamente reducido y se produce la fuga de electrones de la cadena de
transporte electrénico dando lugar a moléculas altamente reactivas e inestables

llamadas especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species).

En 1972, Harman refind su teoria y sefialé a la mitocondria como el principal lugar
de generacion de radicales libres y la principal diana de accidn de estos (Harman,
1972). Esta idea fue reforzada posteriormente por Miquel y colaboradores (1980) y
pasé a denominarse Teoria Mitocondrial de Envejecimiento por Radicales Libres.
Segln esta teoria, las mitocondrias, bajo condiciones fisiolégicas normales, producen
radicales libres derivados del oxigeno que pueden dafiar oxidativamente diferentes
componentes celulares como lipidos, proteinas y, especialmente en el caso del
envejecimiento, ADN mitocondrial, muy susceptible al dafio dada su fragilidad y su

situacién muy cercana o incluso en contacto con los generadores de ROS.

En un primer momento se pensd que los antioxidantes controlaban la velocidad de
envejecimiento. Sin embargo, tanto la suplementacién con antioxidantes en la dieta
como su sobreexpresion en animales transgénicos fracasé a la hora de incrementar la
longevidad méaxima, (revisado en Pérez-Campo et al., 1998; Sanz et al., 2006a; Muller
et al., 2007; Pamplona y Constantini, 2011), lo que estd de acuerdo con los trabajos de
Biologia Comparada que demuestran que las especies longevas tienen menos
antioxidantes endégenos que las especies de vida corta (revisado en Pérez-Campo et

al., 1998; Pamplona y Constantini, 2011).

El fracaso de los trabajos con antioxidantes provocd cierta controversia alrededor
de la teoria. Sin embargo, la investigacién desarrollada por los grupos de los profesores
Gustavo Barja y Rahindar Sohal en los afios 90 reafirmé la teoria con la publicaciéon de

diversos trabajos en los que demostraban que la produccion mitocondrial de peréxido
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de hidrégeno y de superdxido correlaciona negativamente con la longevidad maxima
en mamiferos y comparando mamiferos y aves (Perez-Campo et al., 1989; Sohal et al.,
1989; Ku et al., 1993; Barja et al., 1994a). Recientemente estos resultados han sido
corroborados en el laboratorio del profesor Martin Brand en un espectro mas amplio
de especies (Lambert et al., 2007). Para descartar que la menor produccién de ROS en
los mamiferos longevos pudiera deberse a un menor consumo de oxigeno, se recurrid
a la comparacién entre aves y mamiferos. La paloma y la rata tienen un tamaiio
corporal similar, sin embargo, la paloma, con una tasa metabdlica basal incluso algo
mayor, disfruta de una longevidad nueve veces superior. Al estudiar ambas especies se
observé que la paloma, adn con un mayor consumo de oxigeno, tenia menor
produccién de radicales libres, lo que ayudaria a explicar su alta longevidad (Ku y
Sohal, 1993; Barja et al., 1994a,b; Herrero y Barja, 1997; Herrero y Barja, 1998; Barja y
Herrero, 1998). Esta menor produccidon de radicales libres no sélo era menor por
unidad de tiempo, sino que también lo era por unidad de flujo. Es decir, para el mismo
oxigeno consumido, la proporcion de radicales libres que escapaban de la cadena era
menor en el caso de las aves. Esto dio lugar a que el profesor Barja acufiase el
concepto de fuga de radicales libres (%FRL), como el porcentaje de electrones que
escapan de la cadena de transporte reduciendo incompletamente el oxigeno y a
descartar la tasa metabdlica y reforzar el papel de los radicales libres como agentes

responsables del envejecimiento.

En resumen, las especies longevas poseen mitocondrias que producen pocos
radicales libres por unidad de tiempo lo que confirma la hipétesis inicial de Harman.
Los estudios de restriccion de dieta (RD), la manipulacion experimental mejor conocida
gue incrementa la longevidad media y maxima, que seran abordados en el apartado
4.1., también apoyan la Teoria Mitocondrial de Envejecimiento por Radicales Libres
dado que los animales sujetos a esta manipulacién disminuyen su produccién
mitocondrial de ROS (Gredilla y Barja, 2005). Por lo tanto, la Teoria Mitocondrial de
Envejecimiento por Radicales Libres es la lnica teoria que, hasta la fecha, puede
explicar como los vertebrados, especialmente aves y mamiferos, envejecen a
velocidades tan diferentes y los animales sometidos a restriccion dietética

incrementan su longevidad.
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2. ESTRES OXIDATIVO

2.1. PRODUCCION MITOCONDRIAL DE RADICALES LIBRES

2.1.1. La mitocondria

Los generadores de radicales libres que se han descrito dentro de un organismo
son varios. Entre ellos, los peroxisomas y los fagocitos del sistema inmune. Sin
embargo, la fuente mas importante de radicales libres en el caso del envejecimiento
es la mitocondria y dentro de ella, la cadena de transporte electrénico. Esto se
deberia a que en la mitocondria existe un dafio constante que afecta a un
componente vital: el ADN mitocondrial, que ademds se sitia muy cerca o incluso en
contacto con los generadores de radicales libres (Barja, 2004a) lo cual puede dar lugar

a la acumulacién de mutaciones con la edad en el material genético.

Las mitocondrias son organulos presentes en la mayoria de las células eucariotas.
En mamiferos se encuentran en todos los tipos celulares, a excepcién de los eritrocitos
y su numero por célula varia, siendo mds elevado en aquellas con mayores
requerimientos energéticos aerdbicos. Estructuralmente, estos orgdnulos estan
rodeados por una doble membrana compuesta por una membrana externa de origen
eucariota y una membrana interna con caracteristicas similares a las membranas
bacterianas, como la ausencia de colesterol y la presencia de cardiolipina y organizada
en pliegues llamados crestas mitocondriales, que le otorgan mayor superficie para las
reacciones quimicas que se producen en ella (Rich y Marechal, 2010). Esta doble
membrana crea dos compartimentos mitocondriales: la matriz, rodeada por la
membrana mitocondrial interna y el espacio intermembrana entre las dos bicapas

lipidicas (Figura 2).

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 selectivo de estas moléculas a su través. Por el contrario, la membrana interna
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 permiten el paso de distintas moléculas y numerosas proteinas,
como las integrantes de la cadena de transporte electrénico. El hecho de que la

membrana mitocondrial interna sea impermeable para la mayoria de las moléculas
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permite mantener la diferencia de potencial generada por la cadena de transporte
electronico y necesaria para la mayoria de las funciones mitocondriales (Rich vy

Marechal, 2010).

Las mitocondrias son organulos que convierten, de forma oxidativa, el piruvato,
los acidos grasos y los aminodcidos en energia en forma de ATP, lo que se produce
gracias a la transferencia de electrones y el bombeo de protones en un proceso
llamado fosforilacidn oxidativa que se realiza en la cadena de transporte electrénico.
Sin embargo, la mitocondria no es sélo el “generador” de energia de la célula, también
participa en procesos metabdlicos (regula el metabolismo de los aminoacidos), de
sefializacion (homeostasis del hierro y sefalizacidn por calcio) y de apoptosis (Hock y

Kralli, 2009).
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Figura 2. Morfologia mitocondrial. Representacion esquemaética de los
compartimentos mitocondriales: matriz (donde se encuentran las enzimas y sustratos
para las diferentes reacciones que se producen y el ADN mitocondrial), membrana
mitocondrial interna (con diferentes transportadores y los complejos que forman la
cadena de transporte electronico), membrana mitocondrial externa y espacio
intermembrana.
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La biogénesis mitocondrial es un proceso muy complejo que se ve influido por
numerosos factores y cuyo control y regulacion son criticos para el mantenimiento de
la produccion energética y la promocién del envejecimiento saludable (Lopez-Lluch et
al., 2008; Hock y Kralli, 2009; Koopman et al., 2010). A nivel molecular son varios los
factores de transcripcién y cofactores implicados en la activacién y regulacién de la
biogénesis mitocondrial (Goffart y Wiesner, 2003) pero todos parecen compartir un
componente clave de la familia PGC-1 de coactivadores: PGC-1a que actuaria como el
regulador maestro del metabolismo energético y de la biogénesis mitocondrial (Lopez-
Lluch et al.,, 2008) integrando y coordinado la actividad de multiples factores de

transcripcion (Puigserver et al., 1998).

Las mitocondrias son los Unicos organulos de las células animales que contienen
su propio ADN, el ADN mitocondrial, lo que pone de manifiesto su origen bacteriano.
Segln la Teoria Endosimbidtica, recuperada a partir de una antigua hipdtesis
(Mereschkowsky, 1905), a finales de los afios 1960 por la cientifica americana Lyn
Margulis (Margulis, 1970), una célula procariota con capacidad de obtener energia de
los nutrientes organicos empleando el oxigeno molecular, se fusionaria con otra célula
primitiva (Archea) al ser "fagocitada” sin ser inmediatamente digerida. Esto daria lugar
a una simbiosis permanente entre la célula hospedadora que ofreceria medio estable y
rico en nutrientes y la célula procariota fagocitada que proporcionaria energia y que

acabaria convirtiéndose en la mitocondria.

El ADN mitocondrial es una molécula de ADN circular de doble cadena que puede
separarse en dos hebras (denominadas cadena pesada y ligera) y en mamiferos
codifica 13 proteinas que forman parte de la cadena respiratoria, dos ARNSs
ribosédmicos (12s, 16s) y 22 ARNs de transferencia necesarios para la traduccién
mitocondrial (Anderson et al., 1981). El ADN mitocondrial es muy vulnerable al dafio
producido por los radicales libres durante la respiracion mitocondrial debido a su
fragilidad por la falta de proteccién por histonas, asi como por su localizacién muy

cerca o incluso en contacto a los generadores de ROS en la cadena respiratoria.
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2.1.2. Cadena de transporte electronico

La maquinaria mitocondrial capaz de generar energia a partir de los combustibles
celulares (piruvato, acidos grasos y aminodacidos) se denomina cadena de transporte
electronico o cadena respiratoria. Es muy compleja (consta de 85 proteinas,
codificadas tanto por el genoma mitocondrial como por el nuclear) y estd compuesta
por cuatro complejos enzimaticos multiproteicos (I, Il, Il y 1V), dos transportadores
electrénicos (Coenzima Q o ubiquinona y Citocromo c) y el complejo V (F,-F; ATPasa o
ATP sintasa) (Figura 3). La principal funciéon de la cadena respiratoria es el transporte
coordinado de electrones y protones que conduce a la produccién de energia en forma

de ATP (Papa et al., 2012).

Los combustibles celulares son transportados desde el citosol hasta la matriz
mitocondrial, donde se usan como fuentes de carbono en el ciclo del &acido
tricarboxilico (o ciclo de Krebs) o la B-oxidacidon de dacidos grasos. En estas rutas se
forman los equivalentes metabdlicos NADH y FADH, que ceden electrones
respectivamente al complejo | y Il de la cadena, que a su vez, los ceden a la Coenzima
Q, que los transporta hasta el complejo Ill. Desde el Complejo Ill, los electrones pasan
al Citocromo c, que los transporta hasta el complejo IV. En este complejo los
electrones reaccionan con el oxigeno molecular y se produce agua (Figura 3) (Koopman
et al., 2010) . Las moléculas que se encargan del transporte de electrones, bien
formando parte de los complejos o fuera de ellos, son citocromos, centros hierro-
sulfurados, quinonas y flavinas. La transferencia electrdnica genera energia que se
utiliza para bombear protones desde la matriz al espacio intermembrana y asi crear un
gradiente de pH y electroquimico que produce una fuerza protén-motriz utilizada por
el complejo V para sintetizar ATP a partir de ADP y de fosforo inorganico (Nicholls,
2002). El ATP sintetizado es trasladado al citoplasma en intercambio con ADP por la
ATP/ADP translocasa. Este proceso se denomina fosforilacion oxidativa y cubre bajo
condiciones normales, mas del 80% del ATP necesario para la célula. El resto es
producido por la degradacion citosélica anaerdbica de nutrientes, principalmente a

partir de la glucdlisis.

La cadena de transporte electronico mitocondrial es uno de los principales

sistemas de la célula donde se producen continuamente reacciones redox de un solo
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electron, lo que lo convierte en generador de ROS, debido a que el oxigeno molecular
preferentemente acepta los electrones de uno en uno. Concretamente, los complejos
Iy lll de la cadena han sido descritos como dos productores principales de ROS de la

cadena respiratoria.

Espacio
intermembrana

21,0

Matriz }'\ y
A Succlnato Fymarato N
NARH  NAD# ADPLri N
+Pi
ATP

Figura 3. Esquema de la cadena de transporte electronico. Estd compuesta por
cuatro complejos: I, II, III y IV (respectivamente, NADH deshidrogenasa, Succinato
deshidrogenasa, Ubiquinol-citocromo c¢ oxidoreductasa y Citocromo c¢ oxidasa), dos
transportadores electronicos: Coenzima Q que transporta electrones desde el complejo Iy 1T
al III y Citocromo c, que los transporta del complejo III al IV, donde los electrones se
combinan con el oxigeno para formar agua. La energia liberada por el transporte de
electrones se usa para conducir el flujo de protones y establecer el gradiente de pH que
posibilita la generacién de ATP por el complejo V (ATP sintasa). Los complejos I y III han
sido descritos como generadores de ROS. MMI: Membrana mitocondrial interna; Cx:
Complejo respiratorio; Q: Coenzima Q; QH.: ubiquinol; CitC: Citocromo C.

* Complejo | (NADH Deshidrogenasa):

Compuesto en mamiferos por mas de 40 subunidades, de las que 7 estan
codificadas por el genoma mitocondrial, y con un tamafno de alrededor 1000 KDa, el
complejo | es el componente mas grande y complejo de la cadena respiratoria (Hirst et
al., 2003; Yagi y Matsuno-Yagi, 2003, Carrol et al., 2006). Tiene una estructura en
forma de L, cuyo brazo largo esta embebido en la membrana y contiene el dominio

hidrofdbico, donde se encuentra la maquinaria de bombeo de protones. El brazo corto
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estd constituido por un dominio globular hidrofilico, en la matriz mitocondrial, que
contiene la subunidad de unién al NADH y a la Coenzima Q y el centro activo de la
enzima, constituido por una flavina (FMN) y 8 centros hierro-sulfurados (Figura 4)
(Friedrich y Bottcher, 2004; Lenaz et al., 2006; Sazanov y Hinchliffe, 2006; Zickermann
et al., 2008).

Piruvato R Espacio
intermembrana
C
MMI
Rotenona
Matriz
0z
TCA : 02 FrM -~ Flavin mononudedtido
('\;;3- & Centros hierro-sulfurados
NADH MNAD+ + HT @ Coenzima Q o ubiguinona

Figura 4. Esquema del complejo I. Esta formado por 3 dominios: un dominio
deshidrogenasa (A) donde el NADH es oxidado y contiene una flavina (FMN) y 5
centros hierro-sulfurados; un dominio hidrogenasa (B) donde la CoenzimaQ (Q) es
reducida, que contiene 3 centros hierro-sulfurados y un dominio transportador (C)
implicado en el bombeo de protones (Lenaz, 2012) . La formaciéon de superdxido
podria ocurrir tanto en la flavina (FMN) como en algunos centros hierro sulfurados
o en la semiquinona y es liberado a la matriz mitocondrial. Modificado de Drose y
Brandt, 2012.

La transferencia electrénica comienza a través de la flavina (FMN), que acepta dos
electrones del NADH vy los transfiere, uno a uno, a los centros hierro-sulfurados que
reducen la Coenzima Q (Sazanov y Hinchliffe, 2006). La transferencia estd acompafiada
por el bombeo de cuatro protones a través de la membrana, lo que supone alrededor
del 40% del gradiente proténico generado en la cadena respiratoria mitocondrial (Yagi
y Matsuno-Yagi, 2003). Existen varios inhibidores que pueden bloquear el flujo de
electrones a través de los diferentes transportadores del complejo. De todos ellos cabe

destacar la rotenona, que actia bloqueando la transferencia electréonica desde los
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centros hierro-sulfurados hasta la ubiquinona, posiblemente actuando como analogo

de la misma (Fato et al., 2009).

El complejo | genera el anion superdéxido hacia la matriz mitocondrial durante la
transferencia electrénica directa (cuando los electrones son cedidos por el NADH) y
reversa (cuando los electrones son transportados desde el complejo Il al complejo | via
ubiquinona) lo que requiere un potencial de membrana alto (Votyakova y Reynolds,
2001; Fato et al., 2008; Murphy, 2009; Drose y Brandt, 2012). Puesto que la liberaciéon
del anion superdxido por el complejo | se produce preferentemente hacia la matriz
mitocondrial, el riesgo de que sea deletéreo es muy alto, dado que puede infligir daifo
al ADN mitocondrial (Costa et al., 2011), a los lipidos de la membrana mitocondrial
interna y a las proteinas mitocondriales (detallado en el apartado 2.2.). Por ello, entre
otras razones, el complejo | parece el determinante en el caso del envejecimiento. De
hecho, las especies longevas y los animales sometidos a restriccion de dieta (la
manipulacién experimental mejor conocida que incrementa la longevidad), presentan
menor generacion mitocondrial de ROS en el complejo | (Gredilla y Barja, 2005;
Pamplona y Barja, 2011) (detallado en el apartado 3.1). Adema3s, a pesar de que se han
llevado a cabo estudios con mutaciones que afectan a los distintos complejos de la
cadena respiratoria, el Unico efecto positivo sobre la longevidad en animales ha sido
demostrado tras la manipulacion del complejo | y su sustitucion por la enzima NDI1

(NADH deshidrogenasa interna 1) en Drosophila melanogaster (Sanz et al., 2010).

Varias moléculas han sido propuestas como reductores directos del oxigeno y
responsables de la formacidn del anién superdxido, entre ellas la flavina (FMN), la
semiquinona y uno de los centros hierro-sulfurados denominado N2, que es el mas
cercano al sitio de unién de la coenzima Q (Galkin y Brandt, 2005; Hirst et al., 2008;
Lenaz y Genova, 2010). Mientras que cuando se aisla Unicamente la enzima, el
principal donador de electrones al oxigeno seria la flavina; en el caso del aislamiento
de las membranas mitocondriales existen evidencias que apoyan que el oxigeno es
reducido por el ultimo centro hierro sulfurado de la cadena, denominado N2

(Esterhazy et al., 2008; Lenaz, 2012)

Ademas de ser un sitio principal de generacion de RQOS, el complejo | regula la

funcién respiratoria mitocondrial (Yadava et al., 2008), esta implicado en procesos de
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apoptosis (Palmisano et al., 2007) y relacionado con el declive funcional durante el

envejecimiento (Ventura et al., 2002; Papa et al., 2012).

* Coenzima Q:

Es una quinona con una larga cadena lateral isoprenoide. Dada su solubilidad en
lipidos, se encuentra en la membrana mitocondrial interna y difunde lateralmente.
Existen tres isoformas diferentes de esta quinona: ubiquinona o coenzima Q,
semiquinona o coenzima Q" y ubiquinol o coenzima QH,. En la membrana
mitocondrial interna se presenta constituyendo una mezcla de ubiquinona-ubiquinol
que actlia como lanzadera de electrones desde los complejos | y Il al complejo lll. La
semiquinona es uno de los componentes de la cadena de transporte electrdnica mas
propensos a ceder su electron desapareado al oxigeno generando asi radicales
superodxido y esta presente de forma transitoria formando parte de los complejos | y Il

(Mitchell, 1975; Brandt, 1997).

* Complejo Il (Succinato Deshidrogenasa):

Difiere del resto de complejos de la cadena en varios aspectos: primero, todas sus
subunidades estan codificadas por el genoma nuclear y ademas es un componente
enzimatico del ciclo de Krebs, que cataliza la oxidacién del succinato a fumarato, lo que
produce la reduccién de la coenzima Q sin bombeo de protones. Este complejo esta
compuesto por cuatro subunidades, de las que dos se encargan del anclaje a la
membrana y las otras dos forman el dominio soluble que es la enzima succinato
deshidrogenasa (Rich y Maréchal, 2010; Lenaz, 2012). La enzima contiene
covalentemente unido un centro hierro-sulfurado y una molécula de flavina (FAD),
ambos localizados en la matriz. La transferencia de electrones se inicia con su
captacién por parte de la molécula FAD (que esta integrada en el complejo) dando
lugar a la formacion de la molécula FADH, que cede los electrones a la ubiquinona
(Cecchini, 2003). Entre sus inhibidores, la tenoiltrifluoroacetona (TTFA) bloquea la
transferencia de electrones posiblemente mediante interacciones débiles con el hierro

del uUltimo componente del complejo, un centro hierro-sulfurado (Tyler, 1992).
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* Complejo Il (Ubiquinol- Citocromo c reductasa):

En mamiferos esta compuesto por 11 subunidades, de las que el centro hierro-
sulfurado denominado centro Rieske y los citocromos b y ¢ conforman el nucleo
minimo de funcionamiento del complejo. Todos sus elementos estan codificados por el
ADN nuclear excepto el citocromo b, que lo estd por el mitocondrial (Zara et al., 2009).
El complejo Il cataliza la transferencia de electrones del ubiquinol (CoQH,) al
citocromo C en la superficie externa de la membrana, mediante un peculiar
mecanismo de transferencia electrénica llamada ciclo Q (Figura 5), en el que coexisten
distintas formas de la ubiquinona y se produce el bombeo de protones (Mitchell, 1975;

Crofts, 2004).

0%

0, Espacio
intermembrana

/ "“uﬂz_ Matriz
Uz

& Centros hierro-sulfurados Ubiquinol
@Cnenzima Q o Ubiguinona Semiguinona

Figura 5. Ciclo Q en el Complejo III. El ubiquinol (QH2) cede dos electrones,
uno al centro hierro-sulfurado Rieske que lo transporta al Citocromo c1 y éste al
Citocromo c presente en la membrana. El segundo electréon es cedido al citocromo
br. (también denominado citocromo b-566), liberando los protones al espacio
intermembrana durante el proceso y formandose el anién semiquinona, inestable,
que es inmediatamente oxidado a ubiquinona (Q) por el citocromo by (o0 b- 560).
Tras ello, la ubiquinona es reoxidada a semiquinona. El ciclo se completa con la
oxidacion de una segunda molecula de QH2. Dos de los inhibidores mejor
caracterizados son la Antimicina A y el Mixotiazol (en azul). Modificado de Lenaz,
2012
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Se ha demostrado que el anién superdxido se forma en el centro de oxidacion del
ubiquinol al complejo formado por el citocromo b- citocromo c1 (Cadenas et al., 1977;
Boveris et al., 1976). Sobre su direccionalidad en la produccién de radicales libres,
algunos estudios indican que el complejo Il dirige toda la produccién al espacio
intermembrana (St-Pierre et al., 2002; Kudin et al., 2004) mientras que otros trabajos
sugieren que aproximadamente la mitad de los radicales se generan hacia el espacio
intermembrana y la otra mitad hacia la matriz mitocondrial (Muller et al., 2004). Por
ello, entre otras razones, y a pesar de que el complejo Il es un importante generador
de radicales libres, su importancia fisiolégica en la produccion de ROS es limitada y el
complejo | se convierte en el productor de radicales libres fundamental en el proceso
de envejecimiento (Hirst et al., 2008). Entre los inhibidores que pueden bloquear el
transporte electrénico en el complejo Il se encuentran el mixotiazol (MYXO) que
interrumpe el flujo desde el ubiquinol hasta el centro Rieske y la antimicina A (AA) que
impide el flujo desde el citocromo by 6 b-560 hasta la coenzima Q (Turrens et al.,

1985).

* Complejo IV (Citocromo ¢ oxidasa):

En él se produce la reduccién tetravalente del oxigeno molecular a agua, lo que
requiere la transferencia de cuatro electrones y cuatro protones. La enzima que lo
forma, Citocromo c oxidasa, presenta gran afinidad por el oxigeno, por lo que es capaz
de funcionar en condiciones de baja presion parcial de oxigeno (pO,) y es la
responsable de mas del 90% de su consumo en los animales aerobios. Las unidades
cataliticas estan codificadas por el ADN mitocondrial, mientras que las estructurales lo
estan por el nuclear (Tyler, 1992). En mamiferos, la enzima estad presente como un
dimero, con un peso molecular de 200kDa y formada por 3 subunidades conservadas
(I, 11y 1) codificadas por el genoma mitocondrial y diez subunidades adicionales
codificadas por genes nucleares. Contiene 4 centros redox que participan en la
transferencia electrénica, dos centros cupricos (Cua y Cug) y dos grupos hemo (a y as).
El centro cuprico Cua es el punto de entrada de los electrones y los transfiere al grupo
hemo a, que a su vez los cede al centro binuclear hemo as/Cug que sera el encargado

de donarlos al oxigeno molecular (Rich y Maréchal, 2010; Papa et al., 2012).
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* Complejo V (F1Fo ATP sintasa):

Este complejo utiliza el gradiente de protones transmembrana generado por la
transferencia electrénica para sintetizar ATP a partir de ADP y fésforo inorganico. Esta
formado por dos dominios, una porcién grande, globular, soluble y catalitica (sector F;)
que contiene 5 subunidades y se situa en la matriz mitocondrial y una porcién
embebida en la membrana (sector Fo, con un numero variable de subunidades
diferentes dependiendo de la especie) a través de la cual se produce la translocacién
proténica. En conjunto, el complejo esta compuesto por 16 subunidades, de las que
solamente 2 estan codificadas por el ADN mitocondrial. Se ha demostrado que este
complejo se asociaria con los transportadores de fosforo inorgdnico para dar lugar a un

supercomplejo denominado ATP sintasoma en rata (Papa et al., 2012)

El aislamiento de “supercomplejos” formados por las unidades: complejo I-
complejo Il (Hatefi et al., 1962) y por complejo ll-complejo 1l (Yu et al., 1974) puso de
manifiesto que los complejos respiratorios no se distribuian de manera aleatoria en la
membrana mitocondrial, sino que éstos junto con los transportadores electrénicos
estarian organizados en “ensamblajes” mediante interacciones especificas proteina-
proteina, efectivas para la transferencia rapida de electrones (Chance y Williams,
1956). Recientemente, las posiciones y orientaciones de los complejos fueron
determinados detalladamente en un supercomplejo bovino formado por el Complejo |,
complejo Il dimérico y Complejo IV (I11lI;1V1); El complejo 1ll y IV se asociarian a la
parte situada en la membrana del Complejo | y estarian en contacto el uno con el otro
(Schafer et al., 2007; revisado en Lenaz y Genova, 2012). También ha sido propuesto
gue los complejos de la cadena respiratoria podrian ensamblarse en mayores niveles
de organizacién, formando megacomplejos compuestos por los supercomplejos como
blogues constructores, que podrian ser importantes para la morfologia de la

membrana mitocondrial interna (Bultema et al., 2009).

2.1.3. Radicales libres

Un radical libre es un atomo, molécula o compuesto con uno o mas electrones
desapareados en su orbital mas externo. Esto les hace ser altamente reactivos y atacar

sitios de alta densidad o inestabilidad electronica, como por ejemplo los dobles
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enlaces de los acidos grasos insaturados y los atomos de nitrégeno de ADN, ARN vy
proteinas, modificando su estructura y sus funciones celulares.

Los radicales libres se denominan con frecuencia especies reactivas derivadas del
oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), se forman por la reduccién parcial del oxigeno
(Figura 6) y engloban radicales libres como el radical superéxido (0, "), el hidroxilo
(OH®) o el perhidroxilo (HO,") y otras especies reactivas que no son propiamente
radicales libres, como el perdxido de hidréogeno (H,0,), pero que son muy propensas a

reaccionar con radicales y reducir iones metalicos.

*

Oxigeno singlete O,
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Figura 6. Formacién de especies reactivas derivadas del oxigeno
(ROS) mediante la via univalente de reduccion del oxigeno. El
oxigeno en estado basal presenta dos electrones desapareados con espines
paralelos en su orbital méas externo, lo que hace que acepte los electrones
preferentemente de uno en uno (via univalente). De este modo, el radical
superdxido se genera cuando el oxigeno recibe un electrén, el peroxido de
hidrégeno cuando recibe dos y el radical hidroxilo cuando recibe tres
electrones. Ademas, el oxigeno molecular puede sufrir una redistribucion de
los electrones situados en sus orbitales mas externos, alcanzando un nuevo
estado mas reactivo conocido como oxigeno en estado singlete que puede
existir en dos formas (2 y A) (Halliwell y Gutterridge , 1984).

Los ROS se generan en las células a partir de fuentes exdgenas (como la radiacion

UV y las toxinas ambientales) y de manera natural durante procesos metabdlicos

mediante la via univalente de reduccién de oxigeno (Boveris y Chance, 1973). Aunque
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dentro de un organismo existen numerosos lugares productores de ROS, entre los
sitios mas importantes se encuentran el metabolismo peroxisomal de los acidos
grasos, las reacciones del citocromo P-450, las células fagociticas y, especialmente
importante en el caso del envejecimiento, la cadena respiratoria mitocondrial. Dado
que la transferencia de electrones en la cadena respiratoria se produce de uno en uno,
existen fugas en la cadena que daran lugar a la formacion de tres tipos diferentes de

ROS:

* Radical superéxido (0,°): Se forma cuando el oxigeno recibe un electrén. Esta
reaccién estd catalizada por varias enzimas como la xantina oxidasa, las
peroxidasas y los complejos | y lll de la cadena de transporte electrénico
mitocondrial. Aunque es poco reactivo puede atacar los centros hierro-
sulfurados presentes en los complejos | y Il (Raha y Robinson, 2000) y liberar
hierro que, en presencia de perdoxido de hidrégeno, producird el radical
hidroxilo (OH®) mediante la reaccién de Haber-Weiss (Figura 6). Ademds, la
protonacion del radical superdxido genera el radical perhidroxilo (HO;), que
puede difundir a través de la membrana y es lo suficientemente reactivo como
para iniciar procesos de peroxidacion lipidica (Aikens y Dix, 1991; de Grey,

2002).

* Peroxido de hidrégeno (H,0,): Se produce cuando el oxigeno, por adicién de
dos electrones, se reduce de forma incompleta en una reaccién catalizada por
enzimas oxidasas. Es una molécula relativamente estable (no es un radical libre
puesto que carece de electrones desapareados) lo que le permite una mayor
distancia de difusion. Puede oxidar grupos tidlicos esenciales e inactivar
enzimas de forma directa. Ademas, en presencia de los metales de transicion

puede generar radicales hidroxilo mediante la reaccion de Fenton.

* Radical hidroxilo (OH®): Se genera mediante las reacciones de Fenton y Haber-
Weiss, lo que pone de manifiesto la importancia del hierro y del cobre como
moduladores del dafio oxidativo. El radical hidroxilo es altamente reactivo y
puede reaccionar de forma inespecifica con cualquier molécula de manera
inmediata, por ello no es capaz de difundir lejos de su punto de generacién. Sin

embargo, el radical superéxido y especialmente el perdxido de hidréogeno por
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su gran estabilidad, son capaces de difundir lejos de su lugar de formacién y
generar el radical hidroxilo en cualquier localizaciéon celular mediante las

reacciones ya comentadas, pudiendo atacar a casi cualquier molécula celular.

Como existen otras especies reactivas ademds de las derivadas del oxigeno, el
término RS (Reactive Species) se ha generalizado incluyendo las especies reactivas
derivadas del nitrégeno (RNS), entre las que destaca el éxido nitrico (NO’), un radical
no muy reactivo y bien conocido por sus funciones como molécula de sefalizacion
(Rubio y Morales-Segura, 2004), a partir del cual se forman otras especies como el

anion peroxinitrito (ONOQ), anidn nitroxilo (NO') y el diéxido de nitrégeno (NO,).

2.1.4. Modulacion de la produccion de ROS en la cadena respiratoria

La generacion de radicales libres en la mitocondria se produce cuando alguno de
los transportadores de la cadena respiratoria cede algun electrén al oxigeno molecular,
lo que depende de la accesibilidad del oxigeno molecular y de la tendencia del
transportador a donarlos que viene determinada por el potencial redox (Speakman,
2003). Los valores positivos en el potencial redox indican una tendencia oxidante,
mientras que los valores negativos indican una tendencia reductora (Muller, 2000). Asi,
a menor valor del potencial redox, mayor serd la tendencia de la molécula a ceder
electrones. Por lo tanto para que se produzca la generacion del radical superdxido a
partir del oxigeno molecular es necesario que el donante de electrones tenga un
potencial redox menor que la pareja 0,/0,", que se sitla en torno a -0,14 V. Los
complejos Il y IV, con mayores valores del potencial redox, quedan descartados como
generadores de superéxido, lo que ademas ha sido confirmado en diferentes estudios

con mitocondrias funcionales (Barja y Herrero, 1998; Chance et al., 1979).

Teniendo en cuenta los potenciales redox asi como diversos estudios donde se ha
investigado la generacion de ROS en mitocondrias aisladas, se ha sugerido que son el
complejo | (Herrero y Barja, 1997; Barja, 1999; Herrero y Barja, 2000; Kudin et al.,
2005; Muller et al., 2008) y el complejo Il (Boveris et al., 1976; Barja, 1999; Muller et
al., 2008) los principales productores de radicales libres en la mitocondria. Aunque el
complejo lll es un importante generador de radicales libres, como ya se ha comentado

anteriormente, el productor de radicales libres fundamental en el proceso de
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envejecimiento es el complejo |, entre otras razones, porque toda su produccién de
ROS se dirige a la matriz mitocondrial, donde puede dafiar moléculas importantes

como el ADN mitocondrial.

La produccién mitocondrial de ROS depende del grado de reduccion electrénica
de los generadores de ROS (complejos | y lll) y de la presidn parcial del oxigeno (pO,)
local (Barja, 2007). El grado de reduccidn electrénica determina la capacidad de los
complejos de donar electrones al oxigeno, de tal forma que a mayor grado de
reduccion electrénica, mayor produccion de ROS. Cuando la tasa de flujo electrénico
es baja, los electrones se acumulan en la cadena respiratoria y los complejos tienden a
reducirse mas, incrementando su capacidad de produccién de ROS (Kushnareva et al.,
2002) . Por lo tanto, la generacién mitocondrial de ROS serd alta durante el estado 4
(con disponibilidad de sustrato respiratorio pero no con ADP, descrita como
“respiracion controlada o en reposo”) en el que la tasa de consumo de oxigeno es baja.
Sin embargo, en el estado 3 (con abundante sustrato respiratorio y disponibilidad de
ADP, definida como “respiracion activa”) la tasa de flujo electrénico se incrementa, los
electrones fluyen rapidamente a lo largo de la cadena, el grado de reduccién
electrdénica desciende y por lo tanto, disminuye la produccién de ROS (Loschen et al.,

1971).

El incremento de la respiracion mitocondrial disminuye la producciéon de ROS no
so6lo a través de la disminucion del grado de reduccién, sino también mediante el
descenso en la pO, local debido al mayor consumo de oxigeno mitocondrial. Aunque la
constante de afinidad (Km) del complejo IV para el oxigeno es muy baja (alta afinidad)
para asegurar la fosforilacion oxidativa, la Km para el oxigeno de los generadores de
ROS es mucho mayor (baja afinidad), lo que significa que a una pO, baja, los
generadores de ROS ven limitada su capacidad para reducir el oxigeno. Por lo tanto, la
generacién mitocondrial de ROS a pO; fisiolégica serd dependiente de la pO, (Barja,

2007; Hoffman et al., 2007).

Ademas, existen mecanismos fisioldgicos capaces de modular la produccion

mitocondrial de ROS (Barja, 2007; Pamplona y Barja, 2011). Entre ellos cabe destacar:

* La cantidad de los complejos respiratorios mitocondriales: Un mecanismo

“sencillo” que disminuye la produccién mitocondrial de ROS es la disminucién
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de la cantidad de los complejos respiratorios (Turrens, 2003; Lambert et al.,

2010).

Modificaciones post-traduccionales de los complejos respiratorios: La
regulacion de la produccidon mitocondrial de ROS podria hacerse mediante una
combinacién de tres mecanismos: fosforilacion, glutationilizacién y nitracién.
La regulacion por fosforilacion se produciria por algun tipo de sefial hormonal y
de forma mas especifica mientras que el mecanismo de glutationilizacién
podria estar implicado en caso de que existiera un mecanismo sensible a
variaciones en la composicion de la dieta de los aminoacidos sulfurados. El
incremento de la produccidon de ROS tras la glutationilizacidn y fosforilacién de
subunidades del complejo | han sido descritas (Raha et al., 2002; Taylor et al.,
2003) mientras que hasta el momento la nitracidn se ha relacionado mds con
situaciones patoldgicas que con una regulacién funcional del complejo en

condiciones normales (Murray et al., 2003) .

La accion de las proteinas desacoplantes: El anidn superdxido generado en las
mitocondrias es muy sensible a la fuerza protdon motriz, de manera que puede
reducirse significativamente su produccion mediante el desacoplaminento débil
de la fosforilacion oxidativa. Se ha sugerido que las proteinas desacoplantes
(UCP1, UCP2 y UCP3) podrian funcionar como atenuadoras de la produccién

mitocondrial de ROS (Brand et al., 2004; Azzu et al., 2010)

La regulacion del grado de reduccion electrénica de los generadores de ROS,
comentado anteriormente (Herrero y Barja, 1997; Barja y Herrero, 1998;

Kushnareva et al., 2002; Barja, 2007).

2.2. DANO OXIDATIVO

La importancia de los radicales libres, en relacién al envejecimiento, radica en la

capacidad que tienen de modificar las distintas moléculas celulares: carbohidratos,

lipidos, proteinas y ADN y alterar su funcién en la célula. A pesar de la existencia de

muchos tipos de antioxidantes celulares, siempre existe un cierto nivel de dafio

oxidativo a las macromoléculas, cuyo grado viene determinado por la intensidad vy
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direccionalidad en la produccion de radicales libres, la susceptibilidad de las moléculas

a ser modificadas oxidativamente y por su capacidad de ser reparadas.

2.2.1. Dario oxidativo al ADN

Es el dafio mas importante para el envejecimiento porque el ADN es
irremplazable. Mientras que el resto de moléculas bioldgicas pueden sustituirse
gracias a la informacién codificada en el genoma, si todas las copias de un gen resultan
dafiadas, la informacién codificada en él se pierde definitivamente para la célula,

siendo especialmente deletéreo en tejidos postmitoticos (Marnett y Plastaras, 2001).

El radical hidroxilo puede reaccionar con las bases nitrogenadas tanto puricas
como pirimidinicas y con el esqueleto de desoxirribosa (Dizdaroglu et al., 2002; Cooke
et al.,, 2003) y generar bases modificadas, roturas simples y dobles de cadena,
mutaciones puntuales, puentes cruzados, deleciones y translocaciones entre otras
alteraciones (Cooke et al., 2003; Cline, 2012; Lenaz, 2012). Las bases modificadas mas
habituales son la  8-hidroxiguanina, 8-oxoadenina, 2-hidroxiadenina, 5-
hidroximetiluracilo, 5-hidroxicitosina, citosina glicol y timidina glicol (Loft y Poulsen,
1996; Cadet et al.,, 2012). Entre ellas, la base modificada mas estudiada es la 8-
hidroxiguanina que se forma por la oxidacion de la guanina en el carbono 8 (Figura 7).
Su nucledsido, la 8-hidroxi-7,8-dihidro-2°-desoxiguanosina (8-oxodG) es el
biomarcador mas utilizado para cuantificar el daifo oxidativo al ADN (Dizdaroglu,
1992). De las cuatro bases nitrogenadas, la guanina tiene el potencial de reduccidon
mas bajo (1,29V) por lo que es el mejor donador de electrones y mas susceptible a la
oxidacion (Dizdaroglu y Jaruga, 2012). Su base modificada, la 8-oxodG es una base
altamente mutagénica, que inhibe la metilacion 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 mutaciéon espontanea (Moriya,
1993). Las lesiones oxidativas en el ADN han sido asociadas con numerosas patologias:
una amplia variedad de canceres, enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer

y enfermedades cardiovasculares (Delaney et al., 2012; Malik y Herbert, 2012).
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Figura 7. Formacion de la base modificada 8-hidroxiguanina, que da lugar
al nucle6sido 8-0x0dG, el biomarcador mas utilizado para cuantificar el
daiio al ADN. La modificacion de la guanina se produce mediante la oxidacién en el
carbono 8 por el radical hidroxilo. Dizdaroglu y Jaruga, 2012. dR=2"- desoxirribosa.

A pesar de que el ADN mitocondrial tan solo comprende cerca del 1% del ADN
total en la célula, el dano oxidativo que se produce en él es el nexo de unién mas
probable entre la produccién de radicales libres y el envejecimiento (Barja y Herrero,
2000; Hamilton et al., 2001). Aunque tanto el ADN nuclear como el mitocondrial son
susceptibles de sufrir los efectos del dafio oxidativo, diversos estudios han demostrado
que la oxidacion que sufre el ADN mitocondrial es mayor que la del nuclear (la
frecuencia de mutaciones puntuales es 10 veces mayor en el ADN mitocondrial) tanto
in vitro (Yakes y Van Houten, 1997; Suter y Richter, 1999) como in vivo (Ames et al.,

1995; Richter et al., 1998; Barja y Herrero, 2000) lo que se explica por diversas razones:

* El ADN mitocondrial esta localizado muy cerca o incluso en contacto con la
principal fuente de ROS, el complejo | (Albring et al., 1977; Barja, 1993; Stuart
et al., 2005)

* La membrana mitocondrial interna es muy rica en acidos grasos insaturados,
gue al oxidarse producen compuestos que aumentan el dafio (Pamplona et al.,
2004).

X La ausencia de histonas, que contribuyen a reducir el daiio y de intrones que

hace que cualquier alteracién afecte a la regidén de control o codificadora.
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complejo |, el riesgo de que la produccidn de radicales libres que genera este complejo
sea perjudicial es muy alto (Costa et al., 2011). Aunque el anidn superdxido generado
por el complejo | es rapidamente transformado a peréxido de hidrégeno y en general
ninguna de estas dos especies reactivas puede atacar directamente el ADN, la
presencia de metales de transicion hace que se favorezca la formacion del radical
hidroxilo. Este radical es extremadamente reactivo y puede promover tanto

mutaciones puntuales como deleciones en el ADN mitocondrial mediante roturas de

Dado que el ADN mitocondrial se sitia muy cerca o incluso en contacto con el

doble cadena (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la produccion de ROS y dafio oxidativo a las
moléculas biolégicas. El complejo I genera el aniéon superdxido, que es
rapidamente convertido a H,O,. A pesar de que esta reaccion es rapida, el ani6n
superdxido puede atacar los centros hierro-sulfurados del Complejo Iy liberar hierro
que favorece la formaciéon del radical hidroxilo. Este radical es extremadamente
reactivo y puede dafiar el ADN mitocondrial generando roturas de la cadena con la
consiguiente liberacion de fragmentos. Ademas, el anién superoxido puede inducir la
apertura del poro de permeabilidad mitocondrial facilitando el “escape” de estos
fragmentos y su insercién en el genoma nuclear (Halestrap y Pasdois, 2009). Por
otro lado, el radical hidroxilo puede inducir agregacion proteica (Tabner et al., 2006)
e iniciar procesos de peroxidacion lipidica (Almeida et al., 2006). H.W.= Reaccién
de Haber-Weiss; Cx I= Complejo I; MMI= Membrana mitocondrial interna.
Modificado de Scialo et al., 2012.
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Asi, la produccién mitocondrial de ROS contribuiria a la acumulacion de
mutaciones en el ADN mitocondrial con el tiempo que podria llevar a la deficiencia
bioenergética y al envejecimiento (Miquel et al., 1980; Crott et al., 2005). Segun esta
hipédtesis, la mitocondria seria la fuente del problema y la diana. Sin embargo, existen
una serie de hechos que hacen discutible esta hipdtesis: Primero, hay muchas copias
de ADN mitocondrial por célula, lo que hace que sdlo si existe una gran mayoria de
estas copias mutadas, puedan comprometerse las funciones bioenergéticas. Ademas,
se ha demostrado que en tejidos vitales la proporcidn de células con ADN mitocondrial
mutado en homoplasmia es muy bajo, del rango de 0,5 al 2% (Falkenberg et al., 2007),
concentrandose esta fraccion de células con ADN mitocondrial mutado en la regién
del cerebro denominada substancia nigra (Bender et al., 2006; Kraytsberg et al.,

2006).

No obstante, el problema de la conexién de las mutaciones del ADN mitocondrial
con el envejecimiento podria solucionarse con un cambio de perspectiva. Los radicales
libres de origen mitocondrial pueden modificar oxidativamente las bases pero
también pueden “cortar” el ADN mitocondrial mediante roturas simples y dobles de
las cadenas y generar fragmentos (Figura 8). Segun fue propuesto hace mas de dos
décadas (Richter, 1988), estos fragmentos de ADN mitocondrial podrian escapar de la
mitocondria y llegar a integrarse en el genoma nuclear, cuya alteracion podria tener
una influencia mayor en el envejecimiento. La acumulacién de estos fragmentos con
el tiempo podria cambiar la informacién contenida en el genoma nuclear y contribuir a

causar envejecimiento y cancer (Suter y Richter, 1999).

Este proceso de transferencia de secuencias de ADN mitocondrial al nucleo se ha
producido durante la evolucién de los organismos eucariotas (Blanchard y Lynch,
2000) y se han encontrado fragmentos de ADN mitocondrial en el genoma nuclear de
diversas especies como Arabidopsis thaliana, maiz, arroz, levadura, algunas especies
de insectos o, incluso en humanos (Gellissen et al., 1983; Shay y Werbin, 1992; Juretic,
1995; Martin, 2003; Lough et al., 2008). De hecho existen estudios llevados a cabo en
higado de rata que confirman que los fragmentos de ADN mitocondrial se encuentran
altamente oxidados (Suter y Richter, 1999) y se ha demostrado que la liberacién de

estos fragmentos se produce tras la apertura del poro de permeabilidad mitocondrial
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en mitocondrias de higado de ratén (Patrushev et al.,, 2004). Ademads, estudios
recientes han encontrado un incremento en la presencia de fragmentos de ADN
mitocondrial en el genoma nuclear con la edad tanto en higado como en cerebro de

rata (Caro et al., 2010) y en Saccharomyces cerevisiae (Cheng y lvessa, 2010).

Dado que estas inserciones tienen el potencial para alterar secuencias del ADN
gendmico, su acumulacién en el nucleo a lo largo del tiempo podria alterar la
informacién codificada por el ADN nuclear y contribuir al proceso de envejecimiento
(Richter, 1988). Asi, de acuerdo con este mecanismo, la mitocondria continuaria

siendo la fuente del problema pero la principal diana seria el nucleo.

En apoyo al papel determinante del ADN mitocondrial en el envejecimiento se ha
observado una correlacion negativa entre la longevidad maxima y los niveles de 8-
oxodG en el ADN mitocondrial de corazén y cerebro de animales homeotermos
(mamiferos y aves), que no ocurre en el nuclear (Barja y Herrero, 2000) (Figuras 10 y
11). A pesar de que tanto el ADN nuclear como el mitocondrial cuentan con
importantes sistemas de reparacidn de las lesiones oxidativas (Bohr, 2002), no existe
correlacién positiva entre la actividad de reparacion del dafio enddgeno al ADN (Via de
reparacion por escision de bases- BER) y la longevidad maxima (Page y Stuart, 2012).
Por lo tanto, la eliminacién del dafio no controlaria la tasa de envejecimiento, sino que
lo haria la produccion, lo que no descarta que el dafio que se produce al ADN pueda

estar situado entre las causas finales del envejecimiento.

2.2.2. Daiio oxidativo a lipidos

El dafio oxidativo a lipidos o peroxidacién lipidica se produce como consecuencia
de la oxidacion de los dobles enlaces de los acidos grasos por los radicales libres. Asi,
la susceptibilidad de los lipidos al ataque oxidativo aumenta segln lo hace su nimero

de dobles enlaces (Refsgaard et al., 2000; Winczura et al., 2012).

El radical hidroxilo y el oxigeno singlete son especies reactivas capaces de iniciar
procesos de peroxidacion lipidica, que tienen como consecuencia la alteracion de las
membranas mediante el incremento de la viscosidad, el descenso de la resistencia
eléctrica, el aumento de la permeabilidad celular, el incremento en el intercambio de

fosfolipidos entre las monocapas y el aumento de los entrecruzamientos con las
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proteinas, que disminuye la movilidad lateral y rotacional de las mismas (Richter,

1987).

La peroxidacion lipidica se produce en tres fases: iniciacién, propagacion y
terminacion (Figura 9). En la fase de iniciacidn, el radical libre extrae un electrén de un
atomo de carbono contiguo a un doble enlace del acido graso, lo que origina la
aparicién de un radical alquilo (L) que forma enlaces cruzados dentro de la molécula o
reacciona con otras moléculas diferentes, frecuentemente con el oxigeno, lo que
genera el radical peroxilo (LOO'). Este radical reacciona con el doble enlace de un 4cido
graso adyacente, dando lugar a la fase de propagacién, generando una reaccién en
cadena dado que se forma un hidroperéxido lipidico (LOOH) y un nuevo radical alquilo
que puede iniciar nuevas reacciones con otras moléculas (Marnett, 1999). Por lo tanto,
a partir de sélo un acido graso alterado en la etapa de iniciacién se puede dafiar una
gran cantidad de moléculas. Aunque los hidroperdxidos son bastante estables, en
presencia de metales de transicién y en una reaccion andloga a la de Fenton se puede
producir su reduccién y la formacion de un radical lipidico alcoxil (LO"), que puede
fragmentarse dando lugar a diferentes aldehidos que son relativamente estables y
pueden difundir a través de la célula y reaccionar con otras moléculas (Spiteller, 2010;

Winczura et al., 2012; Lenaz, 2012).

Entre los numerosos productos generados mediante los procesos de peroxidacién
lipidica, dos principales y mas extensamente estudiados son el malondialheido (MDA) y
el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE). Estos compuestos son mas estables que los ROS y debido
a su estructura sin cargas, pueden migrar facilmente a través de las membranas, por lo
gue pueden ser altamente tdéxicos y ampliar los efectos dafiinos por su elevada
distancia de migracion (Pamplona, 2011). Sus efectos mds conocidos en las células son
las interacciones con proteinas, pudiendo participar en dos tipos de reacciones
quimicas: la adicion de Michael y la formacién de bases de Schiff (Winczura et al.,

2012).
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Figura 9. Esquema de las reacciones principales que se producen
durante la peroxidacién lipidica. LH = lipido intacto; L- = Radical lipidico
alquil; LOO- = radical lipidico peroxil; LOOH = hidropero6xido lipidico; LO- =
radical lipidico alcoxil; LOH = hidréxido lipidico; MDA= Malondialheido; HNE:

4-hidroxi-2-nonenal

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA, polyunsaturated fatty acid) de los
lipidos de membrana son muy sensibles al ataque oxidativo debido a que tienen
dobles enlaces. En cambio, los 4d&cidos grasos monoinsaturados (MUFA,
monounsaturated fatty acid) y saturados (SFA, saturated fatty acid) son muy
resistentes al ataque oxidativo. De hecho, existe un efecto “exponencial”, a mayor
numero de dobles enlaces, mayor susceptibilidad al ataque por radicales libres. Por
ello, su presencia en las membranas celulares juega un papel muy importante en la
peroxidacion lipidica y correlaciona con la longevidad maxima (Spiteller, 2010). Asi,
se ha observado una correlacidn negativa entre la longevidad mdaxima y el indice de

dobles enlaces (DBI) de las membranas mitocondriales (Figuras 10y 11).

2.2.3. Daio oxidativo a proteinas

El ataque de los radicales libres sobre las proteinas da a lugar a modificaciones

oxidativas de las mismas, entre ellas, por ejemplo: la formacion de hidroperdxidos,
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hidroxilacion o nitracion de grupos aromaticos, oxidacién de grupos sulfhidrilo,
sulfoxidaciéon del aminoacido metionina, la conversién de algunos aminodcidos a
derivados carbonilicos, la ruptura de la cadena polipeptidica y la formacién de puentes
cruzados. Estas modificaciones pueden desencadenar en las proteinas la pérdida de
sus funciones enzimaticas, su acumulacion e inhibicién de su degradacidn, como se ha

observado en algunas enfermedades (Beckman y Ames, 1998).

Las cadenas laterales de todos los aminoacidos son susceptibles a la oxidacion. Sin
embargo, algunos residuos como la histidina, arginina, glutamato, tirosina, valina,
prolina, treonina y especialmente, la cisteina y la metionina, son mas vulnerables al
ataque oxidativo por los ROS (Stadtman y Levine, 2003). El aminodcido metionina es
altamente susceptible a ser oxidado por los radicales libres, de modo que al aumentar
su presencia en las proteinas, también se incrementa la sensibilidad de éstas al dafio
oxidativo (Stadtman, 2004). De hecho, existe una correlacién negativa entre la
longevidad mdaxima de distintas especies de mamiferos y su contenido en metionina en

el corazén (Ruiz et al., 2005) (Figuras 10y 11).

Como resultado del ataque oxidativo sobre el aminoacido metionina se generan
dos tipos de derivados: metionin-S-sulféxidos (S-MetO) y metionin-R-sulféxidos (R-
MetO), que pueden ser reparados por dos enzimas metionina sulféxido reductasas
(Msr): MsrA que reduce especificamente el enantidmero S-MetO y MsrB, especifica
para R-MetO. Curiosamente, la sobreexpresidén de la MsrA prolonga la longevidad de
D. melanogaster, (Chung et al., 2010; Ruan et al., 2002) mientras que su disminucién la
reduce (Moskovitz et al., 2001) lo que pone de manifiesto la importancia de la

reparacion de los residuos de metionina alterados en relacién con el envejecimiento.

Las proteinas también pueden ser modificadas por carbonilacién, cuyos productos
cuantitavamente mas importantes son la formacién de semialdehido glutamico (GSA) y
semialdehido aminoadipidico (AASA) de la oxidacion de arginina, prolina y lisina
(Nystrom, 2005). Las modificaciones inducidas por carbonilaciéon son irreversibles e
irreparables, por lo que la carbonilacion proteica es el marcador de oxidacién
proteica mas usado (Dalle-Donne et al., 2006). Las proteinas carboniladas son
marcadas para su degradacion en los proteasomas, pero pueden escapar a ello

formando agregados de gran tamafio molecular que van acumulandose con la edad.
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Los agregados pueden volverse citotéxicos y han sido asociados con enfermedades

como Alzheimer y Parkinson.

Ademas de ser alteradas por la oxidacion directa provocada por la accion de los
ROS, las proteinas pueden ser modificadas covalentemente por productos de
peroxidacién lipidica, como los aldehidos reactivos descritos en la seccién anterior,
MDA y HNE, que pueden dafiar las proteinas por reacciones con el grupo amino de la
lisina, el grupo sulfhidrilo de la cisteina o el grupo imidazol de la histidina, o por
interacciones con otras especies reactivas como el radical alcoxilo y el radical peroxilo
(Refsgaard et al., 2000). La modificacion de los aminoacidos de las proteinas por
productos de la peroxidacion lipidica produce la formaciéon de una variedad de aductos
llamados en conjunto ALEs (Advanced Lipoxidation Endproducts), que incluyen, entre
otros, el aducto Ne-(malondialdehido)-lisina (MDAL) y pueden servir como indicadores
del estrés proteico lipooxidativo in vivo (Pamplona et al., 1998; Thorpe y Baynes,
2003). En este contexto, se ha demostrado que en especies animales longevas, un bajo
grado de insaturacion de los acidos grasos, tanto total como mitocondrial, va
acompanado de una baja concentracion de los ALEs, los aductos derivados de la
lipooxidacién en varios tejidos y proteinas mitocondriales (Pamplona et al., 2000;

Pamplona et al., 2002a; Ruiz et al., 2005; Hulbert et al., 2007).

2.2.4. Dafo oxidativo a hidratos de carbono

Los radicales libres catalizan la modificacion quimica que los azlcares reductores
ejercen sobre los residuos de aminoacidos en las proteinas (principalmente cisteina,
histidina y lisina) a través de la reaccion de Maillard (glicosilacion proteica no
enzimatica). En ella, un glucido reacciona con un grupo amino de una proteina lo que
conduce a la generacion de compuestos estables e irreversibles denominados AGEs
(Advanced Glycoxidation End-products) (Thorpe y Baynes, 2003; Lenaz, 2012). Estos
compuestos son extremadamente reactivos y contribuyen a la modificacién quimica y
entrecruzamiento de proteinas causando la acumulacion de agregados durante el
envejecimiento (Monnier, 2003; Pamplona, 2011).También pueden interaccionar con
los acidos nucleicos, formando aductos con el ADN que pueden llevar a la aparicion de
mutaciones (Levi y Werman, 2001). Los AGEs son un grupo de compuestos

heterogéneos que se forman constantemente en el organismo pero cuya generacion

42



INTRODUCCION

esta potenciada en condiciones de hiperglicemia o como consecuencia del ataque

oxidativo (Vlassara, 2005).

Algunos de los compuestos mas caracterizados derivados de estas reacciones y
que sirven de indicadores especificos de dafio glicooxidativo a proteinas in vivo son Ne-
(carboximetil)-lisina (CML) (que también deriva de procesos lipoperoxidativos) y Ne-

(carboxietil)-lisina (CEL) (Thorpe y Baynes, 2003).

Numerosos estudios avalan la idea de que los AGEs contribuyen al deterioro de la
estructura y funcién proteica y al proceso de envejecimiento (Pamplona y Barja, 2007).
Entre ellos, hay trabajos que muestran como, al igual que los niveles de ALEs, los
niveles de AGEs correlacionan negativamente con la longevidad maxima en mamiferos
(Sell et al., 1996) y su concentracién es reducida en animales sometidos a restriccién

dietética (Pamplona et al., 2002b).

3. FACTORES QUE RELACIONAN EL ESTRES OXIDATIVO CON LA
LONGEVIDAD MAXIMA
Las dos caracteristicas principales que relacionan la tasa de envejecimiento con el
estrés oxidativo son: a) una baja tasa de generaciéon de dafio enddgeno; b) una
composicion macromolecular altamente resistente a la modificacion oxidativa (Figura

10) (Pamplonay Barja, 2011).

ESPECIES LONGEVAS

I

BAJA TASA DE GENERACION MACROMOLECULAS RESISTENTES

DE DARNO ENDOGEMNO ALA MODIFICACION OXIDATIVA
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\ J
Y
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Figura 10. Caracteristicas de las especies longevas.
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Figura 11. Correlaciones que pueden explicar el envejecimiento: Los factores
relacionados con el estrés oxidativo que correlacionan con la longevidad maxima son: A) la
produccién mitocondrial de ROS en rifién, corazdn, cerebro, pulmén e higado, adaptado de Ku
et al.,, 1993 y Barja et al., 1994a; B) el grado de insaturaciéon de los acidos grasos de las
membranas en higado (representado por el DBI) y adaptado de Pamplona et al., 1998b; C)
contenido en metionina de las proteinas en tejido cardiaco, adaptado de Ruiz et al., 2005; D)
También existe una correlacién frente al dano oxidativo al ADN mitocondrial en cerebro y
corazobn, estimado como el nivel del marcador 8-oxodG, adaptado de Barja y Herrero, 2000. Las
especies utilizadas fueron: Ratéon (Mus musculus, MLSP = 4 afios), Rata (Rattus norvegicus,
MLSP = 5 afos), Cobaya (Cavia porcelus, MLSP = 12 afios), Conejo (Oryctolagus cuniculus,
MLSP = 13 afos), Oveja (Ovis aries, MLSP = 19 anos), Cerdo (Sus scrofa, MLSP = 21 anos),
Vaca (Bos taurus, MLSP = 49 afios) y Caballo (Equus caballus, MLSP = 57 afios). Ademas, en A
se utilizaron: Periquito (Melopsittacus undulatus, MLSP = 21 afios), Canario (Serinus canaria,

MLSP = 24 afios) y Paloma (Columba livia, MLSP = 35 afios)

3.1. PRODUCCION MITOCONDRIAL DE RADICALES LIBRES

Tedricamente, el estrés oxidativo podria estar relacionado con el envejecimiento a
través de la produccion de ROS, su eliminacién o ambos. Sin embargo, aunque los
antioxidantes pueden estar implicados en la proteccidn contra enfermedades que
aparecen a edades avanzadas, no controlan la tasa de envejecimiento debido a los

siguientes hechos:
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X La cantidad de antioxidantes enddgenos correlaciona negativamente con la
longevidad en vertebrados. Es decir, las especies longevas, incluyendo
mamiferos, tienen constitutivamente menos (en vez de mas) concentracién de
antioxidantes enddgenos que las especies de vida corta (Perez-Campo et al.,
1998).

X El incremento de los antioxidantes mediante suplementacion en la dieta,
induccion farmacolégica o sobreexpresion génica no cambia la longevidad
madaxima, tan sdélo en algunos casos puede llegar a incrementar la longevidad

media (Barja, 2004a; Sanz et al., 2006a).

X Los ratones knockout para enzimas antioxidantes muestran diferentes

patologias pero no ven modificada su longevidad maxima (Sanz et al., 2006a).

Todo ello indica que no es la eliminacidn del dafio lo que controla la tasa de
envejecimiento, sino la modulacién de su producciéon. De hecho, hasta la fecha todos
los estudios de Biologia Comparada han demostrado que la produccién mitocondrial
de ROS es mucho menor en los animales longevos que en los de vida corta (Figura 11)
(Barja, 2004a). Aunque los resultados de los primeros estudios no podian descartar el
papel de la tasa metabdlica en las correlaciones observadas (Pearl, 1928; Sohal et al.,
1990; Ku y Sohal, 1993; Ku et al., 1993), el estudio de animales con una longevidad
extraordinariamente elevada en relacion a su tamafio corporal y tasa metabdlica (aves,

murciélagos y primates) ha sido realmente util.

Respecto a las aves, a pesar de su alta tasa de consumo de oxigeno, los periquitos,
canarios y palomas (con longevidades maximas de 21, 24 y 35 afios respectivamente)
presentan menores tasas de produccién mitocondrial de ROS que los ratones y ratas
(cuyas longevidades mdaximas estan datadas en 3,5 y 4 afos respectivamente) en sélo
uno de los complejos mitocondriales, el complejo | y debido a: a) menor fuga de
radicales libres (Barja, 2004a) y b) menor cantidad de complejo | (St-Pierre et al., 2002;

Pamplona et al., 2005; Lambert et al., 2010)

Otras comparaciones entre roedores y murciélagos (Brunet-Rossinni y Austad,
2004), roedores y primates (Kudin et al., 2004) o entre roedores con longevidades
diferentes, por ejemplo ratéon comun y Peromyscus leucopus, ratén con longevidad de

8 afos, confirmaron la menor produccidon mitocondrial de ROS en las especies mas
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longevas (Shi et al., 2013). En conjunto, estos estudios y el mas reciente llevado a cabo
por el profesor Martin Brand en la universidad de Cambridge (UK), comparando 12
especies animales (Lambert et al., 2007), sugieren que en general la longevidad se
asocia negativamente con la produccién mitocondrial de ROS independientemente
de su tamaio corporal y tasa metabdlica. Sin embargo, existe una excepcidn a esta
regla, el roedor mas longevo que existe, la rata topo desnuda (naked mole rat,
Heterocephalus glaber), con una longevidad de 28 afios y un peso corporal de 30 g
(Sherman y Jarvis, 2002; Buffenstein, 2005), produce la misma cantidad de ROS que los
ratones normales y tiene niveles elevados de dafo oxidativo y bajos de antioxidantes
(Andziak et al., 2005; Andziak y Buffenstein, 2006; Andziak et al., 2006). Las razones
que podrian justificar esta excepcidon se desconocen, pero esta especie también
presenta otras caracteristicas que la hacen inusual: tiene un comportamiento social, es
ectotérmica y vive en colonias bajo tierra. Ademads, se cree que existen ciertas
diferencias en cuanto a la longevidad entre los individuos de la colonia, siendo la de los
ejemplares destinados a reproducirse mayor de 17 afos pero la de los restantes del
orden de 2 a 3 afios. Por ello seria interesante estudiar especificamente los ejemplares
de la colonia con mayor longevidad y considerar otros factores relacionados con el

estrés oxidativo como responsables de su elevada longevidad.

Ademas, los estudios de restricciéon de dieta (detallado en el apartado 4.1.)
también apoyan el papel de la produccién mitocondrial de ROS en el proceso de
envejecimiento, dado que los animales sujetos a esta intervencién muestran mayor
longevidad mdaxima y menor produccién mitocondrial de ROS especificamente y de
nuevo por parte del complejo | y sin cambios en el consumo de oxigeno mitocondrial

(Gredilla y Barja, 2005).

En resumen, las especies longevas y los animales sometidos a restriccion
dietética presentan menor generacién mitocondrial de ROS y de acuerdo con esto,
menores niveles de 8-oxodG en su ADN mitocondrial (Herrero y Barja, 1999; Barja y
Herrero, 2000) (Figura 11) asi como menor tasa de excrecién urinaria de 8-oxodG
(Foksinski et al., 2004). Por lo tanto, parece que disminuir la produccidon de ROS en vez

de incrementar los antioxidantes o los sistemas de reparacion es una estrategia
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eficiente, simple y menos costosa desde un punto de vista energético utilizada por los

animales longevos y los sometidos a RD.

3.2. MACROMOLECULAS RESISTENTES AL DANO OXIDATIVO

Ademas de caracterizarse por su baja generacion mitocondrial de ROS, las
especies longevas muestran una composicién especifica de macromoléculas en sus
tejidos que les confiere mayor resistencia a la modificacién oxidativa, lo que podria
estar contribuyendo a su mayor longevidad. Esto se logra: a) en el caso de los lipidos,
disminuyendo la insaturacion de los acidos grasos de las membranas celulares y b)
respecto a las proteinas, disminuyendo su contenido en aminodcidos sulfurados

(metionina/cisteina) (Figuras 10 y 11) (Pamplona y Barja, 2007).

3.2.1. Grado de insaturacion de los acidos grasos

Ademas de caracterizarse por poseer una baja produccion mitocondrial de ROS,
las especies longevas (aves, mamiferos e incluso humanos) tienen una composicion de
lipidos de membrana en los principales érganos vitales que les dotan de una alta
resistencia a la modificacion oxidativa. Sus membranas celulares y mitocondriales
presentan un menor grado de insaturacion de los acidos grasos (menor indice de
dobles enlaces, DBI: Double Bond Index, y menor indice de peroxidizabilidad, PI:
Peroxidizability Index, este ultimo calculado en base a las tasas relativas de
peroxidacién de los diferentes acidos grasos que componen la membrana) que las
especies de vida corta (Pamplona et al., 2002c; Sanz et al., 2006a; Hulbert et al., 2007)
(Figura 11). Esto no se consigue a través de la reduccion en la cantidad total de los
PUFAs, Polyunsaturated fatty acids (Acidos grasos poliinsaturados) presentes en la
membrana, sino a través de una redistribucion de los dacidos grasos insaturados
(Pamplona et al.,, 2002c). Asi, los acidos grasos insaturados 20:4n-6 (acido
araquidonico) y especialmente el acido 22:6n-3 (acido docosahexaenoico) son
sustituidos en las especies longevas por sus precursores 18:2n-6 (acido linoleico) y
18:3n-3 (4cido linolénico), lo que hace que sus membranas sean mucho mas
resistentes a la peroxidacion lipidica y que también disminuya la lipoxidacién de

proteinas tisulares (Pamplona et al., 1996, 1999a,b; 2002c; Hulbert et al., 2007).
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La variacion de longevidad entre individuos de una misma especie también se
asocia con diferencias en la composicién de la membrana. Cabe destacar los siguientes
ejemplos: a) En ratén, dos cepas derivadas del genotipo silvestre tienen una
longevidad mayor que otra cepa de ratdn genéticamente heterogéneo y de laboratorio
(Miller et al., 2002a). La composicidn de los acidos grasos de sus membranas difiere en
estas tres cepas, estando su Pl relacionado con el grado de extension de longevidad.
Dado que las tres cepas de ratones fueron alimentadas con la misma dieta, se pone de
manifiesto que las diferencias en la composicién de membrana no se determinan por
diferencias en la dieta sino que estdn genéticamente controladas (Hulbert et al., 2006);
b) En insectos sociales, como las abejas (Apis mellifera), los ejemplares femeninos
pueden llegar a ser “reinas” y vivir durante afios u “obreras” cuya longevidad es de
semanas (Winston, 1991), lo que depende del tipo de alimento que reciben. Mientras
que las obreras comienzan su vida en la colmena alimentandose de polen, las reinas lo
hacen de secreciones de jalea real. Esto es interesante porque el polen tiene un alto
contenido en PUFAs y las jovenes abejas obreras tras una semana alimentandose de
este polen, incrementan dramdticamente los niveles de estos acidos grasos en sus
membranas celulares, lo que sugiere que la composicidn lipidica podria explicar las
diferencias en la longevidad de ambos tipos de ejemplares de abejas (Haddad et al.,
2007); c) En humanos, la composicién de acidos grasos de las membranas eritrocitarias
de la descendencia de individuos nonagenarios difiere significativamente de sus
controles, siendo menor el Pl en la descendencia de los humanos longevos (Puca et al.,

2008).

Otros casos en los que existe una relacion entre la composicién de membrana vy la
longevidad es el de especies como la rata topo desnuda H. glaber y el bivalvo Arctica
islandica con longevidades extremas. En el primer caso, con una longevidad de 28
afos, la rata topo desnuda muestra, con respecto al ratén, niveles similares de PUFAs
pero cantidades muy bajas del acido graso 22:6n-3, lo que se traduce en un menor Ply
en membranas mas resistentes a la peroxidacién lipidica (Hulbert et al., 2006). En el
segundo caso el bivalvo A. isldndica con una longevidad datada en 507 afios muestra
también menor Pl que el de otros moluscos bivalvos relacionados vy, por lo tanto, una

membrana mas resistente a la peroxidacién lipidica (Munro y Blier, 2012).
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¢Cuales son los mecanismos responsables de las diferencias en el perfil lipidico
que se relacionan con la longevidad? En principio, podrian ser la via de desaturacion
de los dacidos grasos y el ciclo de deacilacion-reacilacién, responsables de la
composicion de los dacidos grasos de las membranas celulares. Los PUFAs son
generalmente sintetizados por la modificacién de sus precursores, acidos grasos
saturados, mediante la insercion de dobles enlaces por la accién de las enzimas
desaturasas y la elongacién mediante incrementos de dos carbonos por la accidn de las
enzimas elongasas (Nakamura et al., 2004). Las especies longevas presentan menor
actividad de las enzimas desaturasas delta-5 y delta-6 que las especies de vida corta
(Pamplona et al., 2002c), lo que podria explicar los bajos niveles de los acidos grasos
altamente insaturados: 22:6n-3 y 20:4n-6 y altos de sus precursores (18:2n-6 y 18:3n-
3) y, ademas, el ciclo de deacilacion-reacilacion también podria tener un papel
importante en la regulacion de su composicién lipidica, dado que es el responsable de
la introduccion de dacidos grasos poliinsaturados en los fosfolipidos de membrana

(Portero-Otin et al., 2001).

Modificar el grado de insaturacién de las membranas celulares mediante
intervenciones dietéticas es complicado aunque puede conseguirse utilizando dietas
con distinto contenido en 4acidos grasos saturados o insaturados (Sato et al., 1998;
Pamplona et al., 2004). Sin embargo, aunque utilizar dietas especialmente disefiadas
con alto contenido en acidos grasos saturados puede disminuir la insaturacién de las
membranas celulares en la rata, esta manipulacién también produce cambios no
saludables en el perfil lipidico en plasma como por ejemplo el incremento en los

niveles de colesterol (Pamplona et al., 2004).

En resumen, los animales con una longevidad elevada muestran un bajo grado
de insaturacion de los acidos grasos de membrana basado en la redistribucion entre
los distintos tipos de PUFAs sin alterar el contenido total (%) de éstos, la longitud
media de cadena y la distribucién de los fosfolipidos. Esto podria ser considerado como
una estrategia evolutiva porque disminuiria la sensibilidad frente al dafio oxidativo,
tanto de manera directa (peroxidacion lipidica) como indirecta (lipoxidacién) sin alterar
la fluidez y la microviscosidad de la membrana, fundamental para el funcionamiento

correcto de receptores, bombas idnicas y transporte de metabolitos. Esto ocurriria
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porque la fluidez de la membrana se incrementa de forma drastica con la introduccién
del primer y segundo doble enlace, mientras que los dobles enlaces adicionales
causarian menor impacto en las variaciones de la fluidez (Brenner, 1984). Asi, sustituir
acidos grasos con cuatro o seis dobles enlaces por aquellos que tienen dos (o algunas
veces tres), disminuye la sensibilidad a la peroxidacidn lipidica y mantiene la fluidez de
la membrana. Este fendmeno se ha denominado adaptacion homeoviscosa a la
longevidad de los homeotermos (Pamplona et al.,, 2002c). De acuerdo con esta
interpretacidn, un estudio llevado a cabo por el profesor Jobson mostré que genes
implicados en la composicion lipidica (y particularmente en el sistema de desaturacion)
han sufrido la presidn selectiva y la membrana celular ha sido una caracteristica

optimizada durante la evoluciéon (Jobson et al., 2010).

3.2.2. Contenido en metionina o cisteina de las proteinas

Los estudios de Biologia Comparada también sugieren que la metionina o la
cisteina podrian estar relacionados con el envejecimiento. Muchos aminoacidos
presentes en la secuencia proteica de las proteinas celulares pueden ser modificados
por los radicales libres. Sin embargo, los residuos de aminoacidos sulfurados son
particularmente susceptibles a la oxidaciéon y la sensibilidad de las proteinas al estrés
oxidativo se incrementa en funcién del niumero de estos residuos de metionina o
cisteina (Stadtman et al., 2003; Stadtman et al., 2005). Tras estudiar la composicién de
aminodcidos en el musculo (Portero-Otin et al., 2004) y el corazén (Ruiz et al., 2005) de
diferentes especies de mamiferos y aves, se encontré una fuerte correlaciéon negativa
entre el contenido en metionina en las proteinas y la longevidad maxima (Figuras 10
y 11). Llama la atencién que en estos andlisis la metionina fue el Gnico aminoacido de
las proteinas cardiacas que varid en funcién de la longevidad de las especies
consideradas, aunque también cabe destacar que la técnica usada en el estudio no

permitio determinar el contenido en cisteina.

Otros estudios han llevado a cabo andlisis gendmicos basandose en herramientas
bioinformaticas. Asi, se ha demostrado que las proteinas codificadas en el ADN
mitocondrial en mamiferos de vida corta estan enriquecidas con residuos de metionina
cuando se comparan con las especies longevas (Aledo et al., 2011; Aledo et al., 2012).

Los autores sefialaron que seria la adicidén de residuos de metionina a las proteinas en
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las especies de vida corta, mdas que la pérdida de los residuos de este aminoacido en
las proteinas de animales longevos lo que estaria provocando esta diferencia y

Ill

proponen que es el “uso” de la metionina mas que su contenido el factor relacionado

con la longevidad.

Sin embargo, otros autores han sugerido que el aminodcido relevante para la
adaptacion a la longevidad seria la cisteina en vez de la metionina (Moosmann y Behl,
2008). Sus analisis (248 especies incluidas en el meta-examen de las secuencias
gendmicas) han revelado que la frecuencia con la que la cisteina es codificada por el
ADN mitocondrial podria considerarse un indicador de la longevidad, de tal forma que
las especies longevas sintetizarian complejos de la cadena respiratoria empobrecidos

en cisteina, lo que les protegeria del dafio oxidativo.

En resumen, estos datos sugieren que son necesarias mas investigaciones en
diferentes tejidos para clarificar si las especies longevas disminuyen la presencia de
metionina y cisteina en sus proteinas para minimizar su susceptibilidad al dafio

oxidativo.

4. MANIPULACIONES QUE INCREMENTAN LA LONGEVIDAD MAXIMA

4.1. RESTRICCION DE DIETA

La restriccidn de dieta (RD; McCay et al., 1935) sigue siendo la intervencion mejor
estudiada capaz de extender la longevidad media y maxima en diversos organismos
como levaduras, rotiferos, arafias, nematodos, peces y roedores de laboratorio (Mair y
Dillin, 2008). En roedores, la RD puede llegar a extender la longevidad en un 50% (Yu et
al., 1982) y sus efectos beneficiosos se producen no sélo cuando se lleva a cabo en
animales jévenes sino también en animales de edades avanzadas (Yu et al., 1985;
Dhahbi et al., 2004). Los animales restringidos no sdlo viven mas sino que también
estdn protegidos frente a la aparicidn y progresién de patologias asociadas a la edad
como cancer, nefropatias, sarcopenia, cardiomiopatias y neurodegeneracién
(Weindruch y Walford, 1988; Mattson et al., 2002; Weindruch, 2003; Martin et al.,
2006; Jang et al., 2012). Incluso en ratones viejos un trabajo reciente ha demostrado
que la RD puede revertir las cardiomiopatias asociadas a la edad (Yan et al., 2013). Sin

embargo, la RD también conlleva una serie de efectos negativos debidos en parte al
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menor nivel plasmatico de la hormona de crecimiento, insulina, IGF-1, hormona
estimulante del tiroides y gonadotropinas. Entre ellos se encuentran el retraso en la
maduracion sexual, la disminucién de la fertilidad y una menor tasa de crecimiento

(Gems y Patridge, 2001; Mobbs et al., 2001).

La idea de que la reduccién de la ingesta de la dieta pudiese atenuar el
envejecimiento en humanos recibié un fuerte estimulo en el afio 2009 con la
publicacién de los resultados del primer estudio de restriccién de dieta a largo plazo
llevado a cabo en monos Rhesus durante 20 afios (Colman et al., 2009). Los animales
con menor ingesta (30% RD) mostraron menor mortalidad y menor nimero de casos
de cdéncer, enfermedades cardiovasculares, atrofia cerebral y ausencia total de
diabetes (Colman et al., 2009). Ademas, otros estudios llevados a cabo con monos
viejos sujetos a RD a corto plazo mostraron como esta intervencion mejoraba la
regulacion de la glucemia, el aprendizaje de tareas (Willette et al., 2012) y preservaba
la masa muscular (McKiernan et al., 2012). Sin embargo, un segundo trabajo en monos
ha obtenido resultados contradictorios (Mattison et al., 2012). En este estudio, la RD
también redujo la incidencia de diabetes y de cancer pero no se produjeron efectos
sobre la mortalidad ni sobre las enfermedades cardiovasculares (Mattison et al., 2012).
La razén de la discrepancia entre ambos estudios se desconoce aunque existen una
serie de diferencias en cuanto al disefio experimental. Por ejemplo, las dietas usadas
en el primer estudio fueron semipurificadas (evitando asi la presencia de sustancias
desconocidas) mientras que las del segundo no lo fueron. Ademas, los grupos control
de ambos estudios fueron tratados de forma diferente: en el primero, los animales
control eran alimentados ad libitum mientras que en el segundo lo eran con una
cantidad fija, menor que la ingesta ad libitum. Esto, junto con otras diferencias
experimentales, podria justificar los resultados discrepantes. En general, los estudios
con animales han demostrado que la composiciéon de la dieta es un aspecto mas
importante que las calorias en cuanto a sus efectos fisiolégicos y sobre la longevidad,
lo que concuerda con las conclusiones obtenidas en el trabajo de Mattison vy
colaboradores en el 2012 (Mattison et al., 2012) que proponen que lo que parece ser

determinante sobre la longevidad es la composicidn de las dietas.
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En humanos la restriccion de dieta también parece tener beneficios similares a los
observados en animales (Fontana et al., 2010). Esta intervencion nutricional durante
una media de 6 afios en humanos (de 3 a 15 afios de 32% de RD) protegidé contra la
obesidad, la resistencia a insulina, la hipertension, la inflamacidn, la aterosclerosis y se
asocié con muchos de los cambios hormonales implicados en la sefalizacion de RD en
roedores (Meyer et al.,, 2006; Fontana et al., 2010). Otros estudios a corto plazo
indicaron que la RD en humanos disminuyé la temperatura corporal y el daiio al ADN
(Heilbronn et al., 2006), los factores de riesgo para la aterosclerosis y diabetes (Holoszy
y Fontana, 2007), las enfermedades cardiovasculares y posiblemente el desarrollo de

cancer (Fontana y Klein, 2007; Omodei y Fontana, 2011).

A pesar del gran numero de investigaciones y muchas décadas de trabajo
cientifico, los mecanismos por los que la RD extiende la longevidad no han sido
esclarecidos. Muchas hipétesis han sido propuestas incluyendo la disminucion en la
produccién mitocondrial de ROS (Barja, 1993; Gredilla et al., 2001a; Gredilla y Barja,
2005) y cambios en las vias de sefializacion: Insulina/IGF-1, mTOR (mammalian Target
Of Rapamycin) vy sirtuinas (Mair y Dillin, 2008; Selman et al., 2008; Harrison et al.,
2009).

De acuerdo con las conclusiones obtenidas en estudios de Biologia Comparada,
numerosos trabajos han demostrado que la RD trabaja, al menos en parte,
disminuyendo el estrés oxidativo mitocondrial (Gredilla y Barja, 2005). Al igual que en
las especies longevas, en los roedores sujetos a RD al 40% a largo plazo disminuye la
produccién mitocondrial de ROS en diferentes tejidos incluyendo higado, corazén y
cerebro en rata (Gredilla et al., 2001a, b; Lopez-Torres et al., 2002; Hagopian et al.,
2005; Sanz et al., 2005a) y en ratén (Sohal et al., 1994; Hagopian et al., 2011; Jang et
al., 2012). Sin embargo, tras una intervencion a corto plazo de RD (desde 6-7 semanas
a 4 meses), la disminucidon de la produccion mitocondrial de ROS se produce o no
dependiendo del tejido estudiado (revisado en Gredilla y Barja, 2005). Por ejemplo, 6-7
semanas son suficientes para disminuir la produccion mitocondrial de ROS y el dafio
oxidativo al ADN mitocondrial y nuclear en higado de rata (Gredilla et al., 2001a)
mientras que otros Organos requirieren mas tiempo para que se produzcan estos

efectos (Gredilla et al., 2001b; Gredilla et al., 2002). Aunque como se ha comentado
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anteriormente el complejo | y el complejo Il pueden generar ROS, al igual que sucede
en las especies longevas, la restriccion en la dieta disminuye la produccion de ROS
exclusivamente en el complejo | mediante una reduccién en su concentracidon y en la
fuga de radicales libres (Gredilla y Barja, 2005). Asi, el complejo | de estos animales
restringidos es sumamente eficaz evitando la produccién de ROS, lo que hace que
también se produzca un menor dafo oxidativo al ADN mitocondrial asi como el
descenso del dafio glicoxidativo, lipoxidativo y oxidativo a las proteinas mitocondriales

(Pamplona et al., 2002b; Lambert et al., 2004).

En cambio, ni la expresion (Weindruch et al., 2001) ni la actividad (Sohal et al.,
1994; Jang et al.,, 2012) de las enzimas antioxidantes, SOD (Superdxido dismutasa),
catalasa o glutatién-peroxidasa (GSH) se ven modificadas en la RD. Tampoco se
observan cambios acusados en la reparacidn de la 8-oxodG en el ADN mitocondrial (a
través de la via de reparacién de escision de bases, BER) (Stuart et al., 2004), aunque si
ha sido descrito un incremento en la actividad de la enzima APE (Endonucleasa

apirimidinica/apurinica) tras esta intervencién nutricional (Kisby et al., 2010).

Respecto al efecto de la restriccion de dieta sobre la composicion de los acidos
grasos de las membranas, los resultados son mas complejos. Mientras algunos trabajos
han demostrado que no se producen variaciones en el DBl de las mitocondrias de
corazdn de rata tras RD ni a corto ni a largo plazo (Pamplona et al., 2002b;c), otros
autores hablan de descensos en el DBI en el musculo esquelético (Cefalu et al., 2000) y
la reversion de su aumento asociado a la edad en las mitocondrias de higado de rata a

edades muy avanzadas (Lambert et al., 2004).

En resumen, la menor produccion mitocondrial de ROS por parte del complejo | es
un mecanismo comun utilizado tanto por animales longevos como por animales
restringidos con el fin de disminuir el grado de lesion oxidativa a las macromoléculas
bioldgicas y especialmente al ADN mitocondrial y como consecuencia las mutaciones y
la tasa de envejecimiento. Asi, la disminucién en la produccion de ROS puede ser
considerado un mecanismo altamente conservado de extensién de la longevidad que

funciona tanto entre especies como dentro de una misma especie.
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4.2. RESTRICCION DE METIONINA

4.2.1. Efecto sobre la longevidad maxima

Tras muchas décadas de investigacidon sobre la RD y un consenso general que
dictaba que los efectos de esta intervencién se debian exclusivamente a la menor
ingesta caldrica, desde hace algunos afios numerosos estudios cuestionan este
consenso y proponen que parte de los efectos de la RD se deben a la menor ingesta de
componentes particulares de la dieta. Entre éstos se encuentran la menor ingesta de
proteinas y especificamente la menor ingesta del aminoacido metionina (Grandison et
al., 2009; Simpson y Raubenheimer, 2009; Piper et al., 2011). Mientras que ni la
restriccion de carbohidratos ni la restriccion lipidica parecen incrementar la longevidad
en roedores (Ross, 1976; Khorakova et al., 1990; Shimokawa et al., 1996), la gran
mayoria de estudios con restricciéon proteica (RP) al 40% (16 de 18 curvas de
supervivencia diferentes) han demostrado el incremento de longevidad en rata y
ratén, al igual que sucede con los estudios de restriccién de metionina (revisado en

Pamplona y Barja, 2006; Lopez-Torres y Barja, 2008; Sanchez-Roman y Barja, 2013).

Asi, la restriccion de metionina al 80% en la dieta incrementa la longevidad
maxima en ratas F344 (Orentreich et al., 1993; Richie et al., 1994) y ratones (Miller et
al., 2005; Sun et al., 2009) de forma similar a como lo hace la RP (con un incremento
medio de extensién de longevidad del 18%), incluso cuando esta intervencion se inicia
en ratones con 12 meses de edad (Sun et al., 2009). Estos estudios coinciden con los
llevados a cabo en D.melanogaster, en los que la restriccion de metionina (Troen et
al., 2007) y de caseina (Min y Tartar, 2006) incrementan la longevidad. Ademas, otros
trabajos en levaduras y de nuevo en D. melanogaster han destacado el papel esencial
de los aminodcidos y en concreto de la metionina en los efectos positivos de la RD
sobre la longevidad (Grandison et al., 2009; Kabil et al., 2011; Petti et al., 2011). Dado
que el incremento de la longevidad en los trabajos con restriccion proteica y de
metionina (18%) fue menor que el caracterizado para la restriccion de dieta (40%), se
podria concluir que parte del efecto de la RD sobre la extensién de la longevidad
puede deberse a la menor ingesta de proteinas y especificamente del aminoacido

metionina.
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Ademas de extender la longevidad, la RP y la RMet ejercen numerosos efectos
beneficiosos. Las dietas restringidas en proteinas atendan la glomeruloesclerosis,
retrasan la aparicion de nefropatias y cardiomiopatias, protegen el higado contra la
exposicidon a téxicos, retrasan la aparicion de neuropatologias asociadas a la edad en
raton (Parrella et al., 2013) y disminuyen los niveles plasmaticos de IGF-1 en humanos
(Fontana et al., 2008). En cuanto a la restriccion de metionina al 80% (Figura 12), esta
intervencion es capaz de reducir la incidencia de enfermedades degenerativas
asociadas a la edad y disminuir los niveles en sangre de glucosa, insulina, IGF-1,
colesterol, triglicéridos y leptina (Perrone et al.,, 2012a). Ademads, la RMet protege
contra los cambios asociados a la edad en el sistema inmune y disminuye el desarrollo
de cataratas (Miller et al., 2005). Por otro lado, esta intervencidon también podria ser
una estrategia importante para inhibir el crecimiento de tumores que exhiben el
fenomeno de dependencia de metionina, entre los que se encuentran el cancer de
vejiga, de mama, de colon, renal, de préstata, gliomas, melanomas y otros canceres en
los que las células tumorales tienen mayor dependencia de la metionina que las células

sanas (Hoffman, 1985; Komninou et al., 2006; Cavuoto y Fenech, 2012).

Una parte importante de los efectos beneficiosos de la RMet al 80% afecta a la
adiposidad, de tal forma que esta intervencion reduce la grasa visceral en un 70% (mas
de un 40% tras su correccion por masa corporal) y disminuye los niveles de leptina e
incrementa los de adiponectina (Malloy et al., 2006). Incluso en roedores con una dieta
RMet al 80% pero con alto contenido en grasa (60%), esta intervencion es capaz de
proteger frente a la obesidad inducida por la dieta y de la diabetes tipo 2 (Ables et al.,
2012). Estos efectos beneficiosos (Figura 12) parecen estar mediados por respuestas
especificas de tejido que favorecen un incremento de la biogénesis y de la funcién
mitocondrial, de la oxidacién de 4cidos grasos y del gasto energético total,
posiblemente mediado a través de la sefalizacion B adrenérgica y de cambios en la
homeostasis lipidica (Perrone et al., 2010), como el incremento del metabolismo
lipidico en el tejido adiposo y muscular y la disminucidn de su sintesis en el higado, a
través de una serie de cambios en la expresidn de un gran numero de genes, como ha
sido descrito en trabajos con RMet al 80% (Perrone et al., 2012a;b). Curiosamente,

anadir cisteina a la dieta restringida en metionina revierte la mayoria de los efectos
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beneficiosos con respecto a adiposidad y sensibilidad a insulina (Elshorbagy et al.,
2011) y aumenta la transcripcion de varios genes asociados con inflamacion y
carcinogénesis (Perrone et al., 2012b) por lo que los autores proponen que los cambios
beneficiosos sobre el tejido adiposo observados en animales sujetos a RMet podrian
ser atribuidos al menor nivel de cisteina en sangre y en higado (Elshorbagy et al., 2010;

Perrone et al., 2012a).

Efectos beneficiosos de la RMet al 80% en roedores

f Longevidad media y maxima

( Tejido adiposo visceral

Tamafo de los adipocitos en los depdsitos de WAT

‘< Insulina, IGF-1, glucosa, triglicéridos, colesterol y leptina en suero
Desarrollo de cataratas

Estrés oxidativo mitocondrial

-

% Atenuacion de los cambios asociados a la edad del
sistema inmune
% Inhibicién del crecimiento de determinados tumores

Figura 12. Esquema resumen de los efectos beneficiosos de la RMet al 80% en
roedores. WAT: Tejido adiposo blanco: inguinal, epididimal, mesentérico y

retroperitoneal.

4.2.2. Efectos sobre el estrés oxidativo mitocondrial

De acuerdo con la falta de efecto sobre la longevidad, ni la restriccién lipidica al
40% (Sanz et al., 2006b), ni la restricciéon de carbohidratos al 40% (Sanz et al., 2006c)
modifica la produccidon mitocondrial de ROS y el dafio oxidativo al ADN. Sin embargo,
la restriccidn proteica al 40% disminuye tanto la produccién mitocondrial de ROS en el
complejo |, como el dafo oxidativo al ADN mitocondrial y a las proteinas y la
insaturacién de los acidos grasos de membrana en higado de rata (Sanz et al., 2004;
Ayala et al., 2007) de forma similar, tanto cuantitativa como cualitativamente, a lo
observado tras RD al 40%. En cuanto al aminoacido responsable de la disminucién del
estrés oxidativo en la RP, era ldgico sospechar que la metionina estaria involucrada
dado que su restriccion al 80% en la dieta incrementa la longevidad en roedores

(Orentreich et al., 1993; Richie et al., 1994; Miller et al., 2005; Sun et al., 2009). Asi,
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nuestro grupo, dirigido por el Dr. Gustavo Barja demostré que la RMet tanto al 80%
como al 40% en ratas jovenes y durante 7 semanas disminuye la produccion de ROS
en el complejo I, la fuga de radicales libres, la cantidad del complejo |, el dafio
oxidativo al ADN mitocondrial (8-oxodG), los marcadores de modificacion proteica
oxidativa, glicoxidativa y lipoxidativa y la insaturacion de los acidos grasos de
membrana en higado (Sanz et al., 2006d; Caro et al., 2008). Los mismos efectos
beneficiosos se obtienen en corazén con RMet al 80% y en rifidn y cerebro con RMet al
40% (aunque en este caso no se modifica la insaturacion de los acidos grasos de
membrana) (Sanz et al., 2006d; Caro et al., 2009a; Lopez-Torres y Barja, 2008).
Ademas, un estudio reciente en el que se investigaron los cambios genéticos inducidos
por esta intervencidén nutricional demuestra que entre los numerosos genes que se
ven modificados por el tratamiento, destacan los cambios en las enzimas responsables
de la composicidn lipidica, lo que pone de manifiesto como esta intervencidon también
podria estar actuando a través de la modulacion de la composicion lipidica de las
membranas celulares (Perrone et al., 2012b). Por otro lado, la restriccion en la dieta de
todos los aminoacidos excepto la metionina no induce modificaciones ni en la
produccién mitocondrial de ROS ni en los niveles de 8-oxodG en el ADN mitocondrial,
lo que confirma la ausencia de efecto del resto de aminoacidos sobre el estrés

oxidativo (Caro et al., 2009b).

Llama la atencién que tanto los mecanismos de accién que ejerce la RD sobre el
estrés oxidativo como la magnitud de los cambios que produce son muy similares a los
descritos en la RP y la RMet (Figura 13) (Lopez-Torres y Barja, 2008). Asi, estos
resultados sugieren que las proteinas y en concreto el aminoacido metionina son los
componentes de la dieta responsables de la disminucion del dafo oxidativo que
tiene lugar durante la RD. El grado de restriccion de metionina también es un factor
interesante dado que la restriccién de este aminoacido al 80% comparte los efectos
negativos descritos en la RD como retrasos en la tasa de crecimiento y el tamafio
corporal. Sin embargo, la restriccion de metionina al 40% no produce estos efectos
negativos y en los drganos en los que ha sido estudiado (higado, rifién y cerebro)
disminuye el estrés oxidativo de forma similar a como lo hace la restriccion al 80%

(Caro et al., 2008, 2009a). Por lo tanto la RMet al 40% es una manipulacion muy
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interesante porque seria una opcidon mucho mas viable para poder aplicarla a la

poblacidon humana sin los efectos negativos sobre el crecimiento.

RESTRICCION DE DIETA

RESTRICCION PROTEICA

\ ESPECIES
. LOMGEWVAS
RESTRICCION DE METIGNINA‘/

PRODUCCION " INSATURACION DE |
MITOCONDRIAL DE ROS ACIDOS GRASOS

s
W{DBI |

PROTEINAS ¥ LIPIDOS

ACUMULACION DE
MUTACIONES EN EL ADM

> 'LDNGEUIDAD

1[ DARO OXIDATIVO AL ADN, ]
<

Figura 13. Estrés oxidativo mitocondrial y longevidad. La produccién mitocondrial de
ROS y el consiguiente dafio oxidativo al ADN, proteinas y lipidos es menor en las especies
longevas y en los animales sujetos a restriccion de dieta, proteica y de metionina,
manipulaciones que incrementan la longevidad maxima en roedores. A menor producci6n
mitocondrial de ROS y menor dafio oxidativo, menor ser4 la acumulaciéon de mutaciones en el
ADN, lo que contribuird junto con otros cambios a disminuir la tasa de envejecimiento y a
incrementar la longevidad. La menor produccién mitocondrial de ROS y el menor dafo
oxidativo en animales sujetos a RD y PR parecen estar inducidos por su baja ingesta en
metionina. Ademas, otros mecanismos adn por clarificar estarian operando en RD. Por otro
lado, los mamiferos y aves longevas tienen también un menor grado de insaturaciéon de los
acidos grasos de las membranas celulares (menor contenido en dobles enlaces, DBI) de sus
tejidos, lo que les protege de la peroxidacion lipidica y también da lugar a sus menores niveles

de oxidacion y lipoxidacion de proteinas y contribuye probablemente a su menor oxidacion.

Por otro lado, la ingesta excesiva de metionina en la dieta es tdéxica y esta
toxicidad excede a la producida por cualquier otro aminodacido (Harper et al., 1970).
Asi, tras la suplementacion de metionina en la dieta se ha descrito el aumento del
estrés oxidativo mitocondrial (Park et al., 2008; Gomez et al., 2009), de procesos de
peroxidacién lipidica (Hidiroglou et al., 2004) y de dafio en drganos vitales como el

aparato cardiovascular, el rifién y el higado (Mori y Hirayama, 2000; Kumagai et al.,
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2002; Troen et al.,, 2003) con efectos negativos similares a los observados en ratas

alimentadas con una dieta con alto contenido en proteinas.

4.2.3. Metabolismo de la metionina y su impacto sobre la metilacion del ADN

La metionina es un aminodcido esencial, neutro, que contiene un atomo de azufre
y cuya fuente mas importante son las proteinas de origen animal. Ademas de su
funcién como precursor en la sintesis proteica, la metionina es necesaria para la
sintesis de S-adenosilmetionina (SAM), el principal agente biolégico donador de grupos
metilo y la cisteina, el reactivo limitante para la sintesis de glutation (GSH). Por lo
tanto, el metabolismo de la metionina (Figura 14) es especialmente importante porque
regula dos sistemas encargados de mantener la homeostasis celular como son los

procesos de metilacion vy el balance redox (Martinov et al., 2010).

Llama la atencién que el ciclo metabdlico de la metionina se ve alterado, ademas
de en la RMet, en la RD y en los ratones Ames dwarf, pudiendo existir un nexo entre
este ciclo metabdlico y la extension de longevidad. Asi, estudios llevados a cabo en
D.melanogaster con RD han demostrado que la enzima CBS, que cataliza el paso
determinante en la via de transulfuracion de la metionina (Figura 14), es un regulador
positivo de la longevidad, siendo su sobreexpresion suficiente para mimetizar los
efectos beneficiosos de la RD, que segun proponen los autores, estaria actuando a
través de la estimulacidén de esta enzima y por lo tanto de la via de transulfuracién
(Kabil et al., 2011). Es esta enzima, la CBS, la que se encuentra también incrementada
en los ratones longevos Ames dwarf que también muestran una mayor actividad de las
enzimas GNMT y MAT y menor concentracién de SAM (Uthus y Brown-Borg, 2006).
Ademas, la deficiencia de la enzima CBS también ha sido asociada con la induccién de
la senescencia celular in vitro, implicando disfuncién mitocondrial y mayor
vulnerabilidad de las células a la homocisteina exdgena, sugiriendo un nuevo
mecanismo que une la deficiencia de esta enzima al envejecimiento vascular (Albertini

et al.,, 2012).

Acerca de la RMet, esta intervencién disminuye los niveles en suero y en tejido
hepatico de los aminoacidos sulfurados: metionina, cisteina, cistationina y taurina
(Perrone et al., 2012b), mientras que los niveles de homocisteina (Elshorbagy et al.,

2010) y glutatién en plasma (Richie et al., 1994) se ven incrementados. Sin embargo,
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los niveles de glutation disminuyen en el higado bajo esta intervencidon nutricional
(Maddineni et al., 2013). Por el contrario y como es légico la suplementaciéon de
metionina incrementa la metionina y sus metabolitos SAM y SAH en higado y corazén
(Gomez et al., 2009). Asi, los efectos perjudiciales de esta intervencién nutricional han
sido atribuidos tanto a la metionina de forma directa (Gomez et al., 2011) como a sus

metabolitos: SAM y SAH (Harper et al., 1970; Troen et al., 2007).

| Metionina

SAM
THF _ X [ADNARMN, Proteinas)
;’ﬂ GNMT
E

~ MetilTHF | SAH
SAHH
ADENOSINA

Dimetilglicina
#-CHz=Metilacion

BHM
Betai

Homocisteina

Serina iCE,S

Glutation g4—q— Cistationina
: +';GL —— Transmetilacion
— Remetilacidn

— Transulfuracian

[Tau:ina ] [Sul.fatﬂ ]

Figura 14: Esquema del ciclo metabdlico de la metionina. Tras la ingesta proteica, la
metionina llega a la célula donde puede sintetizar proteinas o entrar al ciclo metabdlico que
consta de varias partes. En la primera etapa, la metionina es activada como donador de grupos
metilo por la enzima MAT produciendo el intermediario SAM, que por la accién de las enzimas
metiltransferasas, puede donar su grupo metilo a distintos aceptores (Clarke y Banfield, 2001;
Aposhian, 1997) y generar SAH, cuya hidrolisis produce la homocisteina. A este conjunto de
reacciones se les denomina transmetilaciéon. La homocisteina puede ser metilada para producir
metionina mediante dos vias (remetilacion), una por la acciéon de la MS y la otra, producida en el
higado y rifiéon de algunas especies por la BHMT. La via de transulfuracion es basicamente la
Unica via del catabolismo de la metionina bajo condiciones fisioldgicas, existe en la mayoria de
los tejidos excepto en el musculo esquelético, cardiaco y el endotelio y resulta en la transferencia
del sulfuro de la metionina a la serina para formar cisteina (Rao et al., 1990) y los productos
finales sulfato y taurina. MAT: Metionina adenosil transferasa; GNMT: Glicina N-metil
transferasa; SAHH: S-Adenosilhomocisteina hidrolasa; CBS: Cistationina [ sintasa; CGL:
Cistationina y liasa; MS: Metionina Sintasa; BHMT: Betaina homocisteina metiltransferasa;

SAM: S-Adenosilmetiona; SAH: S-Adenosilhomocisteina. THF:tetrahidrofolato.
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Como consecuencia de la alteracion del ciclo de la metionina y en concreto de los
niveles de SAM, puede verse modificada la metilacion del ADN, que es Ila
modificacidn epigenética mas estudiada, lo que puede modular la expresién génica en
gran variedad de organismos y es susceptible de cambiar a través de la vida de un
individuo especialmente durante el desarrollo y el envejecimiento de forma compleja
(Fraga et al., 2005). El contenido total en metilcitosina puede disminuir con el
envejecimiento, llevando a la hipometilacién gendmica en la mayoria de los tejidos en
vertebrados, mientras que las regiones promotoras tienden a hipermetilarse en
muchos genes (Murgatroyd y Spengler, 2012; Johnson et al., 2012). Ademas, el cancer
se asocia con frecuencia con la hipermetilacién de los genes supresores de tumores al
comparar con tejido normal (Ahuja y Issa, 2000). Con vistas a la relacién entre la
metilacion del ADN y el envejecimiento, es importante tener en cuenta que las
fluctuaciones en la dieta del aminoacido metionina o de otros compuestos como la
colina o el folato, podrian tener efectos potenciales en la metilacién del ADN. Aun asi,
existen pocos trabajos que evalien el papel de la metionina en la dieta sobre la
metilacion del ADN. Como se comenté anteriormente, la suplementacidon de metionina
en la dieta incrementa el potencial de metilacion (SAM/SAH) sdlo en el corazén
(Gomez et al., 2009). Otros estudios con el mismo tipo de tratamiento no modifican la
metilacion de la region promotora del gen p53, pero si se observa un incremento de
SAH (Amaral et al., 2011). Con vistas a aclarar el papel que juega la metilacién del ADN

en la longevidad son necesarios estudios adicionales.

4.3. MANIPULACIONES GENETICAS

4.3.1. Sistema Insulina/IGF-1, TOR vy sirtuinas.

Mientras que los efectos de la RD sobre la longevidad se conocen desde hace 70
afos, su manipulacién mediante factores genéticos se ha desarrollo recientemente
(Selman y Withers, 2011). Asi, durante la ultima década se han descrito muchos
mutantes con pérdida de funcidn (Knockouts) de genes individuales en el ratén que
aumentan la longevidad maxima hasta en un 40%. La inmensa mayoria de estos
mutantes longevos a los que se les ha eliminado un gen “pro-envejecimiento” lo son
de genes de la via de sefializacion celular 1IS: Insulina/Insulin-like growth factor 1 (IGF-

1). Este sistema ha sido altamente conservado a lo largo de la evolucidn y propuesto
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como un regulador de longevidad en una amplia variedad de animales, desde

nematodos hasta mamiferos (Gems y Partridge, 2001).

En especies como el nematodo Caenorhabditis elegans (Kenyon, 2001) e insectos
como D. melanogaster (Clancy et al., 2001), las mutaciones en genes de la via de
sefializacion homologos a IGF-1 e insulina incrementan la longevidad, al igual que en
dos modelos clasicos de ratones enanos (dwarf): Ames (Brown-Borg et al., 1996) y
Snell (Flurkey et al., 2001), que se caracterizan porque la mutacién de un solo gen
provoca un incremento drastico en la longevidad: el gen Prop-1 en los ratones Ames y
el gen Pit-1 en los ratones Snell. La pérdida de estos genes provoca que la regién
hipofisiaria productora de hormona del crecimiento (GH), estimuladora del tiroides y
prolactina no se diferencie y que la concentracién de estas hormonas sea muy baja en
sangre. Ademds, existen modelos de ratones knockout para la hormona del
crecimiento (Coschigano et al., 2000; Bartke et al., 2001a), para el receptor de insulina
(Selman et al., 2008) y para el receptor de IGF-1 (Holzenberger et al., 2003) en los que
la longevidad se ve incrementada (aunque menos que en los modelos dwarf). Por otro
lado, la sobreexpresion de la GH acorta la longevidad en ratones (Wolf et al., 1993).
Ademas, en humanos, los polimorfismos en genes relacionados con esta via de
sefializacion correlacionan con la longevidad (van Heemst et al., 2005; Suh et al., 2008;

Pawlikowska et al., 2009).

La observacion de que la longevidad de los ratones Ames dwarf puede ser
extendida por restriccion de dieta (Bartke et al., 2001b) asi como las evidencias de
diferencias en la expresién génica entre roedores Ames dwarfy sometidos a RD (Miller
et al., 2002b) sugiere que la via por la que esta mutaciéon y la RD incrementan la
longevidad parecen ser independientes. Sin embargo, el hecho de que la RD no
incrementa la longevidad en roedores mutantes para el receptor de GH complica la
interpretacion de estos resultados (Bonkowski et al., 2006). Ademas, los ratones Ames

muestran signos de estrés oxidativo mitocondrial reducido (Sanz et al., 2002).

La via de sefializacion TOR (Target Of Rapamycin) también tiene un papel
importante y conservado en el control de la longevidad y esta relacionado con la via
IIS. Estudios en nematodos y en la mosca de la fruta han demostrado que la inhibicién

genética del complejo 1 de la proteina TOR (TORC1) incrementa la longevidad (Vellai et
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al., 2003; Jia et al., 2004; Kapahi et al., 2004) al igual que en levaduras, que ademas
muestran un incremento de la respiracién mitocondrial (Bonawitz et al., 2007). En
ratones, la delecion de la proteina ribosomal S6 Kinasa 1 (S6K1), componente de la via
mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), incrementa la longevidad e induce
resistencia a patologias asociadas a la edad, como la pérdida de la sensibilidad a la
insulina y la disfuncién motora (Selman et al., 2009). La proteina mTOR regula el
crecimiento celular coordinando procesos anabdlicos y catabdlicos que responden a la
disponibilidad de aminoacidos, glucosa, y oxigeno. De tal forma que niveles bajos de
aminodcidos (al igual que sucede con las intervenciones dietéticas RD, RP y RMet),
inhiben la via mTOR, por lo que podria existir un nexo entre esta via y las
manipulaciones nutricionales que incrementan la longevidad citadas anteriormente:
RD, RP y RMet (Gulati y Thomas, 2007). De hecho, un estudio llevado a cabo en el afo
2009 por Sun y colaboradores demuestra que ratones sujetos a RD muestran cambios
en la fosforilacion de las proteinas: mTOR, su sustrato 4E-BP1 y las proteinas, Akt, Erk,
Jnk2 y la kinasa p38, mientras que esto no ocurre en ratones sujetos a RMet, que sélo
muestran cambios en la fosforilacion de Akt y Jnk2 (Sun et al., 2009). Por esto podria
deducirse que la implicacién de esta via de sefalizacidn en la RD es mucho mayor que

en la RMet.

Otra familia de moléculas cuya actividad ha sido relacionada con el incremento de
la longevidad en organismos modelo como nematodos, levaduras y moscas son las
sirtuinas, un grupo conservado de deacetilasas dependientes de NAD+. En mamiferos
existen siete tipos de sirtuinas (SIRT1-7) que modulan vias metabdlicas y de respuesta
al estrés. Su papel con respecto al envejecimiento fue descubierto en levadura, donde
la sobreexpresion de Sir2 (homdlogo de SIRT1 en mamiferos) incrementa la longevidad
(Kaeberlein et al., 1999), al igual que en nematodos y en D. melanogaster (Tissenbaum
et al., 2001; Rogina y Helfand, 2004; Viswanathan et al., 2005). Ademas, los estudios
iniciales también indicaban que la RD incrementaba la longevidad activando sirtuinas
en los modelos animales citados anteriormente (Lin et al., 2000; Rogina y Helfand,
2004). Sin embargo, estudios recientes ofrecen resultados contradictorios y ponen en
duda la capacidad de estas moléculas para incrementar la longevidad. Estos trabajos

muestran que las sirtuinas no determinan la longevidad ni en nematodos ni en la
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mosca de la fruta (Burnett et al., 2011) al igual que tampoco median los efectos de la
RD sobre la longevidad (Kaeberlein, 2010; Kenyon, 2010). Los autores proponen que la
estandarizacion del fondo genético y el uso de controles apropiados anularia los

efectos de la Sir2 en estos organismos modelo.

Otras sirtuinas interesantes por su localizacién mitocondrial y su influencia sobre
el metabolismo mitocondrial son SIRT3, SIRT4 y SIRT5, que podrian responder a la
sefializacion por nutrientes, facilitar la produccién de energia y participar en procesos
de apoptosis y sefializaciéon intracelular (Verdin et al., 2010) . Se ha demostrado que
SIRT3 actua sobre la regulacién de los niveles de ATP, la actividad del complejo | (Ahn
et al., 2008), la modulacidn de la oxidacién mitocondrial de acidos grasos (Hirschey et
al., 2010) y la produccién mitocondrial de ROS (Koyama et al., 2011). Un trabajo
llevado a cabo con ratones deficientes para esta proteina (SIRT3-/-) ha demostrado
que SIRT3 es necesaria para que la restriccién de dieta produzca efectos beneficiosos
como la disminucién de los niveles de 8-oxodG en el ADN y la prevencion de la pérdida
de audicion asociada a la edad, que no se producen en los animales mutantes
(SIRT3-/-) sometidos a RD (Someya et al.,, 2010). El papel que juegan SIRT4 y SIRT5
sobre la cadena respiratoria no ha sido aun clarificado. Se sabe que SIRT5 interacciona
con el Citocromo c y que SIRT4 se une al transportador de ATP, pero su significado
biolégico no ha sido desvelado (Ahuja et al., 2007). Por otro lado la sirtuina 5 también
regula la enzima carbamil fostato sintetasa (CPS1) que limita el primer paso del ciclo de
la urea, participando en la detoxificacion de los productos resultantes del catabolismo

de aminoacidos en higado (Nakagawa et al., 2009).

4.3.2. Modelo AC5 KO

Un modelo de extensién de longevidad sumamente interesante por ofrecer una
nueva aproximacion al problema del envejecimiento en mamiferos fue propuesto por
Yan y colaboradores en el afio 2007. Su estudio demuestra que la interrupcion de la
senalizacion pB-adrenérgica mediante el bloqueo de la expresion génica de la
adenilato ciclasa tipo 5 (AC5) en ratones (AC5 Knockout) incrementa la longevidad
media y maxima, protege frente a cardiomiopatias y la pérdida de masa 6sea
asociadas a la edad, incrementa la resistencia al estrés oxidativo inducido

experimentalmente y disminuye la apoptosis de los miocitos cardiacos (Yan et al.,
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2007). Ademas otros estudios llevados a cabo con ratones AC5KO han demostrado que
la delecion de esta isoforma preserva la funcidn cardiaca en respuesta a la sobrecarga
crénica de presion arterial y al estrés catecolaminérgico, al menos en parte, a través de
la inhibicion de la apoptosis de los miocitos, que tiene un papel muy importante en el
desarrollo del fallo cardiaco (Okumura et al., 2003; Iwatsubo, 2004; Okumura et al.,

2009).

La adenilato ciclasa (AC) es una enzima que cataliza la sintesis de AMP ciclico
(AMPc) desde ATP a partir de la activacidn de los receptores B-adrenérgicos. La via de
sefializacion AC-AMPc esta implicada en importantes funciones fisiolégicas y
desencadena una cascada de sefializacion intracelular (reacciones de fosforilacién) que
regula la funcion de multiples proteinas y factores transcripcionales (Ishikawa et al.,
2005; Yan et al., 2007). Existen al menos nueve isoformas de membrana de AC (AC1-9)
con distinta distribucidén tisular, propiedades bioquimicas, actividades cataliticas
especificas y distintos mecanismos por los que son regulados. Las principales isoformas
en el corazén son la AC5, que se expresa en los tejidos adultos cardiacos y también en
regiones del cerebro asociadas al control motor, como el estriado y la AC6 que se
expresa en tejidos cardiacos fetales (Ishikawa et al., 2005). La activacion de la AC5 a
partir de la unién de la adrenalina o noradrenalina a los receptores B-adrenérgicos
cataliza la formacion de AMPc, lo que produce un estimulo de la actividad de la
Proteina Kinasa A (PKA). Esto conlleva la inhibicién de Raf-1, y por lo tanto la pérdida
de senal para la fosforilaciéon de la proteina ERK (Extracellular regulated signal kinase)

(Figura 15).

Los autores sugieren que los cambios beneficiosos y el incremento de longevidad
gue se observan en este modelo animal se deben a la estimulaciéon de la via de
sefializacion Raf/MEK/ERK que estaria induciendo mayor resistencia al estrés oxidativo
a través de la enzima MnSOD, que se encuentra incrementada. Por lo tanto el
aumento de la actividad de p-ERK podria proteger frente al estrés oxidativo y la
apoptosis, favoreciendo la supervivencia celular (Yan et al., 2007). Ademas, existen
una serie de estudios que relacionan la via de sefializacion Raf/MEK/ERK con el
envejecimiento. Asi, se ha demostrado que la activacidon de esta via de sefializacién

disminuye con la edad (Hutter et al., 2000; Lorenzini et al., 2002; Torres et al., 2003) y

66



INTRODUCCION

que los ratones longevos Snell dwarf (Madsen et al., 2004) y los sujetos a RD (lkeyama
et al.,, 2002) presentan mayores niveles de p-ERK que sus respectivos controles.
Ademads, esta proteina ha sido considerada como agente cardioprotector (Taylor y

Starnes, 2003).

Atenolol

MNoradrenalina

Regulacion de
factores de
transcripcian

Figura 15. Interrupcion de la seiializacion B-AR en ratones AC5 KO. La
ausencia de la ACj5 reduce la acumulacion de AMPc lo que produce una disminucion
en la actividad de la PKA. Esto conlleva la pérdida de la inhibicién sobre Raf-1, que
activa la fosforilacion de MEK y ERK. El atenolol es un farmaco -1 bloqueante que
inhibe la unién de la adrenalina al receptor. Las flechas indican los cambios que se
esperarian en la via de senalizacion por la pérdida de funcién de la AC5 o por la accién
del farmaco atenolol. AC: Adenilato ciclasa; AMPc: AMP ciclico; PKA: Proteina kinasa
A; ERK: Extracellular signal-regulated kinase. Modificado de Yan et al.,2007.

La inhibicién del sistema B-adrenérgico describe un nuevo modelo de roedores
longevos producidos por la regulacion a la baja de receptores relacionados con el
sistema cardiovascular, lo que puede representar una posible estrategia terapéutica
para extender la longevidad, dado que se podria “imitar” bloqueando la sefalizacién
adrenérgica mediante farmacos que son utilizados ampliamente en el tratamiento de

la hipertension y el fallo cardiaco.
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4.4. APROXIMACIONES FARMACOLOGICAS

4.4.1. Resveratrol, Rapamicina y Metformina: éMimetizan la RD?

Dado que las dianas moleculares de estos tres farmacos forman una red
interconectada de proteinas (SIRT1, mTOR y AMPk) que participan en la sefalizacidn
por nutrientes, se pensé que las intervenciones con ellos podrian mimetizar los efectos
beneficiosos de la RD. A pesar de lo prometedor que parecia, tan solo uno de los
farmacos logré extender la longevidad maxima en un modelo de mamifero, la
rapamicina. No obstante, el tratamiento con estos farmacos también ha sido asociado

con efectos beneficiosos en roedores (Mouchiroud et al., 2010).

La molécula de resveratrol fue identificada inicialmente en 2003 en un estudio
cuyo fin era aislar moléculas implicadas en la activacién de la sirtuina 1 (SIRT1) (Howitz
et al., 2003). El tratamiento con resveratrol extiende la longevidad en levaduras
(Howitz et al., 2003), nematodos (Wood et al., 2004) y D. melanogaster (Bauer et al.,
2004) con un efecto dependiente de Sir2 (homdlogo de SIRT1). Sin embargo, esta
extension de longevidad no se observa en otros laboratorios con los mismos modelos
animales, por lo que se propone que la accidon del resveratrol podria requerir
condiciones experimentales especificas (Kaeberlein et al., 2005; Bass et al., 2007). En
roedores se confirmaron los efectos beneficiosos del resveratrol en ratones obesos y
también en la proteccién frente a enfermedades asociadas a la edad, diferentes
formas de cénceres y enfermedades cardiovasculares pero sin incremento de la
longevidad (Baur et al., 2006; Lagouge et al., 2006; Sun et al., 2007; Pearson et al.,
2008).

La metformina es una droga de la clase de las biguanidas, ampliamente usada
como terapia en la diabetes de tipo 2 con efectos que presentan similitudes con los
observados en animales sometidos a RD (Bailey y Turner, 1996). Respecto a su efecto
sobre la longevidad, ésta se ve incrementada mediante el tratamiento con metformina
en ratones susceptibles a desarrollar cancer (Anisimov et al.,, 2003), ratones
hipertensos (SHR, spontaneously hypertensive rats) (Anisimov et al., 2011) y en
nematodos en un 40% (Onken y Driscoll, 2010) pero no asi en ratas sanas (Smith et al.,
2010). Acerca de las moléculas sobre las que la metformina ejerce su efecto,

inicialmente se propuso que inhibia el complejo | de la cadena respiratoria en
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hepatocitos (EI-Mir et al., 2000) pero mas tarde se demostrd que su accién principal
era la activacion de la enzima AMPk en estas células (Zhou et al., 2001). Ademas, un
trabajo reciente llevado a cabo por el Dr. David Gems y colaboradores ha descrito
como la metformina incrementa la longevidad en levaduras mediante la alteracion del
metabolismo de la metionina (Cabreiro et al., 2013). Por lo tanto, las dianas de esta
molécula podrian ser mas amplias de lo esperado y podrian no funcionar en el mismo

tejido y al mismo tiempo.

La rapamicina fue identificada inicialmente como un nuevo antibidtico con
actividad antifiungica cuya molécula diana es la proteina TOR. Los derivados de la
rapamicina se usan actualmente en clinica como immunosupresores para prevenir
rechazos en transplantes y también en el tratamiento del cancer. El papel de la
rapamicina y de la inactivacion de TOR en la extension de longevidad ha sido
demostrado tanto en organismos simples como en mamiferos. La inactivacién de TOR
es suficiente para incrementar la longevidad en levaduras, nematodos y moscas al
igual que ocurre en roedores tras la pérdida de funcién de la proteina S6 (en la via de
sefializacion de TOR) (Selman et al., 2009; Stanfel et al., 2009). Ademas, el tratamiento
con rapamicina incrementa la longevidad media y maxima en ratones y este efecto
también se observa cuando los ratones comienzan a ser tratados a edad avanzada (a
los 600 dias, que corresponderia en humanos a 60 afios) (Harrison et al., 2009).
Estudios llevados a cabo en levaduras y C.elegans (Hansen et al., 2008) indican que la
proteina TOR es requerida para la extension de longevidad en RD. Asi esta via de

sefializacion jugaria un papel importante en la respuesta a la falta de nutrientes en RD.

4.4.2. Atenolol

El atenolol es un B bloqueante con fuerte cardioselectividad por los receptores B-
1 adrenérgicos (que se encuentran mayoritariamente en el corazén) que controla la
tasa y la fuerza de contraccién cardiaca, reduciendo asi la presién sanguinea. Es un
farmaco ampliamente utilizado en pacientes con hipertensién, enfermedades
coronarias y arritmias (Baek et al., 2008; Berthonneche et al., 2009). La utilizacién de
este farmaco posibilita el bloqueo de la sefializacién B-adrenérgica en el corazén, lo

gue resulta sumamente interesante dado que el bloqueo de esta sefializacion en los
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ratones mutantes AC5KO descritos en la seccidn anterior, produce un incremento de la

longevidad.

Los B bloqueantes muestran alta afinidad y especificidad por los receptores B-
adrenérgicos (B-AR) e inhiben la actividad simpatica en su manifestacion
adrenérgica. Se fijan al B-AR pero no activan la adenilato ciclasa, bloqueando los
efectos de la adrenalina en los receptores B-AR (Figura 14). Esto reduce los impulsos
nerviosos que viajan a través del corazén y en consecuencia, el corazén no tiene que
trabajar tan duro porque necesita menos sangre y oxigeno. Asi reducen la frecuencia
cardiaca, la contractilidad del miocardio y el gasto cardiaco (Meana y Garcia-Sevilla,

2003).

El atenolol, al ser bloqueante selectivo de los receptores B1-AR presenta una serie
de ventajas:
* Reduce la actividad cardiaca con dosis que no alteran el tono bronquial, vascular
o uterino.
* No interfiere en el metabolismo de los hidratos de carbono.
* Mantiene o amplia la eficacia hipotensora al no bloquear la accién

vasodilatadora.

Sin embargo, el concepto de cardioselectividad es relativo, porque si las dosis se
elevan suficientemente, el farmaco se combina con ambos tipos de receptores [3-AR
(B1 y B2). Aun asi, esta confirmado que estos farmacos producen en menor grado
reacciones de broncoconstriccion y que por lo tanto pueden ofrecer ventajas frente a

los blogueantes no selectivos (Meana y Garcia-Sevilla, 2003).

La estimulacidn B-adrenérgica crénica es perjudicial para el corazdén, incrementa la
tasa cardiaca, la contractilidad, la presidon sanguinea y la mortalidad, ademas de
disminuir la resistencia al estrés oxidativo e incrementar el porcentaje de apoptosis en
miocitos (Asai et al., 1999; Engelhardt et al., 1999; Du et al., 2000). Con respecto al
envejecimiento, se ha demostrado que la actividad del sistema nervioso simpatico, los
niveles de los receptores B-AR y la estimulacién B-adrenérgica se incrementan durante
este proceso y podrian jugar un papel importante en el desarrollo de las
cardiomiopatias asociadas a la edad y la acumulacion lipidica en el higado (Lakatta,

1993; Ghosh et al., 2012). Ademas, existen trabajos que relacionan la activacién de la
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sefializacion B-adrenérgica con la produccion mitocondrial de ROS. Asi, se ha
demostrado que la estimulacion B-adrenérgica crénica induce la despolarizacion de la
membrana mitocondrial y la apoptosis en cardiomiocitos en la rata adulta (Remondino
et al.,, 2003) e incrementa la produccion mitocondrial de ROS en cardiomiocitos de
raton (Andersson et al., 2011). Por estas razones la desensibilizacién de la sefalizacién
B-adrenérgica ha sido propuesta como protectora frente a las cardiomiopatias que se
desarrollan con la edad y podrian tener un papel importante frente al estrés oxidativo
(Asai et al., 1999). Los B bloqueantes mejoran la supervivencia tras un infarto de
miocardio, tienen efectos saludables en pacientes con fallo cardiaco, podrian tener
efectos anti-aterosclerdticos y han sido usados durante décadas en humanos sin
importantes efectos secundarios que afecten a la calidad de vida (Gottlieb, 1998;
Milne y Hong, 2004). Ademas, estudios en rata han demostrado que el tratamiento
con atenolol eleva el contenido en ATP en tejido cardiaco, lo que ha sido propuesto
como mecanismo inductor del efecto protector de este farmaco en procesos de

isquemia (Ushijima et al., 2013).

Estos estudios junto con el modelo de raton longevo AC5KO hacen especular que
las proteinas en la via de sefializaciéon B-adrenérgica podrian estar implicadas en la

longevidad v la resistencia al estrés oxidativo.
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Actualmente la teoria que goza de mayor apoyo por parte de la comunidad
cientifica y se ve confirmada por numerosas evidencias procedentes tanto de
investigaciones de la Biologia Comparada como de la Biologia Experimental es la Teoria
Mitocondrial de Envejecimiento por Radicales Libres. La Biologia Comparada ha
demostrado que existen dos factores relacionados con el estrés oxidativo que
correlacionan con la longevidad en mamiferos y aves: la intensidad de la produccién
mitocondrial de ROS y el grado de insaturacién de los acidos grasos de las membranas
celulares de sus tejidos. Ambos parametros son bajos en las especies longevas, lo que
hace que el dafo oxidativo a lipidos, proteinas y ADN mitocondrial se vea reducido,
contribuyendo a disminuir su tasa de envejecimiento (Pamplona y Barja, 2011). Por
otro lado, la restriccion de dieta (RD), que es la manipulacién mejor conocida que
incrementa la longevidad en la mayoria de los organismos estudiados, reduce la
produccién mitocondrial de ROS y el dafio oxidativo mitocondrial (Gredilla y Barja,
2005). Tras el estudio de diversas intervenciones nutricionales con el fin de encontrar
el componente dietético responsable de los efectos beneficiosos de la RD, se ha
demostrado que ni la restriccion lipidica ni la restriccién de carbohidratos afectan al
estrés oxidativo lo que concuerda con la ausencia de efecto de estas manipulaciones
sobre la longevidad en roedores. En cambio, la restriccidn proteica y concretamente, la
de un solo aminoacido: la metionina restringida al 80%, incrementan la longevidad en
roedores y disminuyen la produccién mitocondrial de radicales libres y el dafio

oxidativo (Lopez-Torres y Barja, 2008).

Acerca de las manipulaciones genéticas que incrementan la longevidad, se ha
descrito un nuevo modelo basado en la interrupcién de la sefalizacidon B-adrenérgica
mediante el bloqueo de la expresidon génica de la adenilato ciclasa tipo 5 (AC5) en
ratones (AC5 Knockout). Aunque se ha propuesto que el incremento de la longevidad
en este modelo podria deberse a la mayor resistencia al estrés oxidativo inducido por
la estimulacion de la via de sefializacién Raf/MEK/ERK, los mecanismos que conducen

a estos efectos beneficiosos no se han aclarado (Yan et al., 2007).

Por estas razones, esta tesis tiene como objetivo general profundizar en los
mecanismos a través de los cuales la restriccion de metionina y el bloqueo de la

sefializacion B-adrenérgica disminuyen la tasa de envejecimiento. Es decir, ¢Actdan

75



OBJETIVOS

estas intervenciones sobre la modulacién de la producciéon mitocondrial de ROS y/o el
grado de insaturacién de los acidos grasos de membrana y asi disminuyen la tasa de

envejecimiento e incrementan la longevidad maxima?

Aclarar si los dos parametros conocidos que relacionan el estrés oxidativo con la
longevidad: la produccion mitocondrial de ROS y el grado de insaturacion de los acidos
grasos de membrana, pueden verse modificados por estas intervenciones puede
resultar sumamente interesante porque podria contribuir a descifrar los mecanismos

gue subyacen al proceso del envejecimiento.
Los objetivos concretos que esta tesis pretende aclarar son los siguientes:

Capitulo I: Efecto de la restriccion de metionina en la dieta sobre el estrés

oxidativo mitocondrial

El efecto de la restriccion de metionina al 80% ha sido estudiado previamente por
nuestro grupo en higado (Sanz et al., 2006d; Caro et al., 2008) y corazén (Sanz et al.,
2006d) y en ambos casos disminuye el estrés oxidativo mitocondrial. Sin embargo, este
nivel de restriccion de metionina al 80% induce, al igual que ocurre con la restriccidn
de dieta al 40%, efectos negativos como la disminucidn en la tasa de crecimiento y el
tamafio corporal. En cambio, la restriccién de metionina al 40% no conlleva estos
efectos negativos y sigue disminuyendo la produccién mitocondrial de ROS vy el dafio
oxidativo en los érganos en los que ha sido probada: higado, cerebro y rifién de rata
(Caro et al., 2008; Caro et al., 2009a; Sanchez-Roman y Barja, 2013). Sin embargo, se
desconoce si estos cambios también ocurren en el corazén de rata, un érgano de gran
importancia para el envejecimiento dado su cardcter postmitético y tras un periodo
corto de tratamiento, 7 semanas, suficiente para ejercer efectos beneficiosos sobre el
estrés oxidativo mitocondrial en otros estudios previos de restricciéon de dieta (RD)
(Gredilla et al., 2001b), de proteinas (RP) (Sanz et al., 2004) y de metionina (RMet) al
80% (Sanz et al., 2006d). Tampoco se ha estudiado si el otro parametro que relaciona
el envejecimiento y el estrés oxidativo, la insaturacion de los acidos grasos de
membrana, se ve afectado por dicho tratamiento y si la produccion mitocondrial de
ROS podria estar siendo modulada por factores como la cantidad de los complejos

respiratorios y las proteinas: AIF, por su posible relacion con el complejo |, MnSOD
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(superdxido dismutasa manganeso), por su papel como antioxidante y la Sirtuina 5 por
su localizacion mitocondrial y su posible implicaciéon en la sefializacion inducida por
falta de nutrientes (Verdin et al., 2010). Ademas, dado que la metionina es esencial
para la sintesis de S-adenosilmetionina, un donador de grupos metilo, es interesante
determinar si los cambios de metionina en la dieta tienen efectos sobre el grado de
metilacion del ADN. Para resolver estas cuestiones planteamos como primer objetivo

un estudio de restriccion de metionina al 40% a corto plazo en corazén de ratas Wistar.

El OBJETIVO 1 se propone para aclarar si la restriccion de metionina al 40% a corto
plazo (7 semanas) disminuye la produccién mitocondrial de ROS, el dafio oxidativo al
ADN mitocondrial y a las proteinas mitocondriales, el grado de insaturacion de los
acidos grasos de membrana, el porcentaje de metilacion global del ADN gendmico vy si,
ademads, modifica la cantidad de complejos respiratorios, la enzima MnSOD, la

proteina AIF y la sirtuina 5 en el corazén de rata Wistar.

Recientemente Sun y colaboradores han descrito que la restriccion de metionina
incrementa la longevidad maxima incluso cuando esta intervencién comienza a
aplicarse en ratones a edad avanzada (Sun et al., 2009). Sin embargo, en lo que
respecta a sus efectos sobre el estrés oxidativo mitocondrial, todos los estudios con
restriccion de metionina se han llevado a cabo en ratas jévenes (Sanz et al., 2006d;
Caro et al.,, 2009a; Sanchez-Roman et al.,, 2013). Por ello, se desconoce si esta
intervencion puede disminuir la produccién mitocondrial de ROS, el estrés oxidativo, y
el grado de metilacién del ADN en animales de edades avanzadas asi como revertir los
posibles efectos inducidos por la edad en los animales viejos. También se desconoce si
la cantidad de complejos respiratorios y de factores relacionados con la biogénesis
mitocondrial, como las proteinas AIF, PGC-1, y TFAM (Factor de transcripcién
mitocondrial A); con los antioxidantes, como Nrf2 (Factor nuclear respiratorio-2) y
MnSOD y con proteinas relacionadas con la extensién de longevidad como la Sirtuina 1
pueden verse modificados por esta intervencidon aun cuando ésta es llevada a cabo a
edades avanzadas. En resumen, el objetivo 2 trata de aclarar si un periodo corto de
RMet es suficiente para provocar cambios beneficiosos en animales viejos, con el
higado como érgano objeto de estudio dado que es el 6rgano mas sensible a cambios

metabdlicos y nutricionales.
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El OBJETIVO 2 tiene como finalidad determinar si la restriccion de metionina al
40% a corto plazo (7 semanas) disminuye la produccion mitocondrial de radicales
libres, el dafio oxidativo al ADN mitocondrial y a las proteinas mitocondriales en el
higado de rata Wistar cuando la intervencién nutricional comienza a edades avanzadas
(24 meses) para comprobar si el tratamiento es efectivo disminuyendo el estrés
oxidativo cuando se inicia en animales viejos. Ademds, también se plantea como
objetivo estudiar el grado de metilaciéon del ADN gendmico, la cantidad de complejos

respiratorios y las proteinas AlF, Sirtuina 1, PGC1, TFAM, Nrf2 y MnSOD.

Capitulo Il: Modulacidn del estrés oxidativo mitocondrial mediante el blogueo

de la senalizacion B adrenérgica

La interrupcién de la sefializacion B-adrenérgica (B-AR) mediante el bloqueo de la
expresion génica de la Adenilato Ciclasa tipo 5 (AC5KO) incrementa la longevidad
media y maxima en ratones C57BL/6 y protege frente a cardiomiopatias y a la pérdida
de masa dsea asociada a la edad, lo que parece estar asociado a la estimulacién de la
via de sefializacion Raf/MEK/ERK (Yan et al., 2007). Sin embargo, se desconocen los
mecanismos implicados en la extension de longevidad de este modelo. Por ello se
propone estudiar si los dos factores que relacionan el estrés oxidativo con el
envejecimiento, la produccién mitocondrial de ROS y el grado de insaturacién de los
acidos grasos de membrana, asi como el subsiguiente dafio oxidativo, se modifican por
el bloqueo de la sefializacién B-adrenérgica en el corazén. También es objeto de
estudio la cantidad de los complejos respiratorios, por su posible papel sobre la
produccién mitocondrial de ROS, de la proteina AIF por su relacion con el complejo |y
de la proteina p-ERK con el fin de corroborar la activacidon de la via de sefializacidon
Raf/MEK/ERK. El objetivo 3 se plantea para resolver estas cuestiones, siendo el
bloqueo de la sefializacidn B-adrenérgica inducido por el fdrmaco atenolol, que inhibe
esta sefalizacion a nivel del receptor Bl-adrenérgico. Este tipo de receptor se localiza
de forma mayoritaria en el corazdn, al igual que la AC5. Por esta razén y por su
caracter postmitotico clave en estudios de envejecimiento, el érgano elegido fue el

corazon.
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El OBJETIVO 3 se centra en determinar si el bloqueo de la sefalizacién B-
adrenérgica mediante el tratamiento a corto plazo (2 semanas) con el bloqueante del
receptor Bl-adrenérgico, atenolol, modifica la produccién mitocondrial de radicales
libres, el dafio oxidativo al ADN mitocondrial y a las proteinas mitocondriales, la
insaturaciéon de los Aacidos grasos de membrana y la cantidad de complejos

respiratorios, de la proteina AIF y de la proteina p-ERK en el corazon de ratén C57BL/6.

Capitulo lll: Efectos sinérgicos e independientes del tratamiento conjunto de

restriccion _de metionina_en la dieta y bloqueo de la senalizacion f3-

adrenérgica sobre el estrés oxidativo mitocondrial

Los resultados obtenidos en el primer objetivo sugieren que la restriccion de
metionina al 40% disminuye el estrés oxidativo mitocondrial en el corazén de rata
mientras que los referentes al tercer objetivo proponen que el tratamiento con
atenolol disminuye el grado de insaturacion de los acidos grasos de las membranas.
Por lo tanto, queda de manifiesto como ambos tratamientos por separado son capaces
de modificar los dos factores que relacionan el estrés oxidativo y el envejecimiento. Sin
embargo, se desconoce si ambas manipulaciones experimentales, la restriccion de
metionina y el bloqueo de la sefalizacidn B-adrenérgica mediante el tratamiento con
atenolol, son capaces de tener efectos aditivos o incluso sinérgicos respecto a la
produccién mitocondrial de ROS y la insaturacién de los dcidos grasos de membrana.
Por ello se propone estudiar estos parametros y las vias de sefializacién implicadas en
su modificacion, tras la implementacién de ambos tratamientos por separado o
conjuntamente durante 7 semanas en el corazén de rata Wistar, dado que es en este
organo donde se han demostrado los efectos de ambos tratamientos por separado. El

objetivo 4 trata de aclarar estas cuestiones.

El OBJETIVO 4 tiene como finalidad determinar si la restriccion de metionina (al
40%) en la dieta y el bloqueo de la sefalizacion B-AR mediante el tratamiento con
atenolol, implementados por separado o conjuntamente durante 7 semanas, son
capaces de disminuir la producciéon mitocondrial de ROS y el grado de insaturacién de
los acidos grasos de las membranas celulares (DBl y Pl), asi como el dafio oxidativo

molecular subsiguiente y modificar otros parametros de interés para el estrés
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oxidativo como la cantidad de los complejos respiratorios, de la proteina AlF, de la
Sirtuina 3, por su posible papel como molécula inductora de los efectos de la RD

(Someya et al., 2010) y de la proteina p-ERK en el corazén de rata Wistar.

Los objetivos que se exponen en la presente tesis doctoral contribuirdn a
esclarecer las vias a través de las cuales actua la restriccion de metionina y el bloqueo
de la sefializacion B-AR en la modulacién de la velocidad de envejecimiento de los
mamiferos, y a facilitar posibles aumentos futuros de la longevidad maxima humana
(con calidad de vida y reduciendo la incidencia de las enfermedades degenerativas)

gracias a la aplicacidn de distintos protocolos dietéticos y farmacolégicos.
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CAPiTULO I

EFECTO DE LA RESTRICCION DE
METIONINA EN LA DIETA SOBRE EL
ESTRES OXIDATIVO MITOCONDRIAL

X Forty percent methionine restriction lowers DNA methylation, complex | ROS
generation, and oxidative damage to mtDNA and mitochondrial proteins in rat
heart. J Bioenerg Biomembr, Vol. 43 No.6, pp. 699-708 (2011)

X Effects of aging and methionine restriction applied at old age on ROS generation
and oxidative damage in rat liver mitochondria. Biogerontology, Vol. 13 No. 4, pp.

399-411 (2012)

* Regulation of longevity and oxidative stress by nutritional interventions: Role of
methionine restriction. Exp Gerontology, In press.
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Abstract Methionine dietary restriction (MetR), like dietary
restriction (DR), increases rodent maximum longevity. How-
ever, the mechanism responsible for the retardation of aging
with MetR is still not entirely known. As DR decreases
oxidative damage and mitochondrial free radical production, it
is plausible to hypothesize that a decrease in oxidative stress is
the mechanism for longevity extension with MetR. In the
present investigation male Wistar rats were subjected to
isocaloric 40% MetR during 7 weeks. It was found that 40%
MetR decreases heart mitochondrial ROS production at
complex I during forward electron flow, lowers oxidative
damage to mitochondrial DNA and proteins, and decreases
the degree of methylation of genomic DNA. No significant
changes occurred for mitochondrial oxygen consumption, the
amounts of the four respiratory complexes (I to IV), and the
mitochondrial protein apoptosis-inducing factor (AIF). These
results indicate that methionine can be the dietary factor
responsible for the decrease in mitochondrial ROS generation
and oxidative stress, and likely for part of the increase in
longevity, that takes place during DR. They also highlight
some of the mechanisms involved in the generation of these
beneficial effects.
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Introduction

Dietary restriction (DR) is the better described experimental
manipulation that extends longevity in animals including
mammals. Although the classical consensus proposed that
this effect is due to the decreased intake of calories
themselves, a role for particular dietary components is
becoming apparent. Studies in insects suggest a role for
aminoacids (Mair et al. 2005; Min and Tatar 2006;
Grandison et al. 2009) and investigations in rodents
indicate a role for dietary proteins. Review of the subject
shows that in 16 out of 18 long-term survival studies in rats
and mice protein restriction increased maximum longevity
(Pamplona and Barja 2006) whereas the available studies
do not indicate that carbohydrate or lipid restriction change
rodent longevity (Iwasaki et al. 1988; Khorakova et al.
1990; Shimokawa et al. 1996). The magnitude of the
longevity extension effect of protein restriction in rodents is
up to 50% that of DR. Concerning particular amino acids,
methionine restriction (MetR) without restriction of calories
increases maximum longevity in rats and mice (Richie et al.
1994; Miller et al. 2005; Sun et al. 2009). The beneficial
effects of MetR in rodents also include decreases in visceral
fat, triglycerides, cholesterol, glucose, insulin and IGF1
(Malloy et al. 2006), slowing of cataract development,
protection against age-related changes in immunity (Miller
et al. 2005), improvements in colon tight junction barrier
function (Ramaligan et al. 2010), enhanced metabolic
flexibility (Hasek et al. 2010), and lowering of the
incidence of cancer (Komninou et al. 2006). It has been
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also shown that overexpression of methionine sulfoxide
reductase increases animal longevity (Chung et al. 2010).
On the other hand, excessive intake of dietary methionine
has toxic effects including increases in oxidative stress
(Park et al. 2008; Yalcinkaya et al. 2009; Song et al. 2009;
Gomez et al. 2009).

Concerning the possible mechanisms involved, previous
studies have shown that DR in rodents invariably decreases
mitochondrial reactive oxygen species (mitROS) generation
and oxidative damage to mitochondrial DNA (mtDNA) and
proteins (reviewed in Gredilla and Barja 2005). This is
interesting since long-lived mammals have lower mitROS
production and fatty acid unsaturation than short-lived ones
(see Pamplona and Barja 2007 for review). Previous studies
have shown that protein but not carbohydrate or lipid
restriction also decrease mitROS production and oxidative
stress (Lopez-Torres and Barja 2008) and the same occurs
in the heart after restriction of a single amino acid,
methionine (Sanz et al. 2006). Furthermore, when all the
other dietary aminoacids except methionine are restricted
the benefits in oxidative stress are no longer present (Caro
et al. 2009a). All this suggests that methionine is the dietary
factor responsible for the decrease in mitROS generation
and oxidative stress in DR. However, the previous studies
performed in rat heart (Sanz et al. 2006) were performed at
80% MetR whereas classic DR studies are performed at a
level of 40% food restriction. To be able to attribute to
dietary methionine the beneficial effects of standard DR
(40%) on oxidative stress, the level of implementation of
MetR must be also 40%, not 80%. Furthermore, the use of
40% MetR also avoids the decrease in growth rate,
maturation, and final body size that occurs in 80% MetR
and in 40% DR. Those decreases can complicate the
interpretation of the results obtained.

In the present study the effect of 40% MetR during 7 weeks
on mitROS generation and oxidative stress is investigated in
the heart of male Wistar rats. This time of experimentation was
selected since it successfully decreased mitROS production
and oxidative stress in previous studies of DR, protein
restriction, and 80% MetR. The heart was selected because it
is a vital tissue and is mainly composed of postmitotic cells,
making it ideal for aging-related studies. Measurements
include various markers of oxidative damage in mitochondria
since many MetR studies of this kind have focused in whole
organs instead of in mitochondria (Sanz et al. 2006; Naudi et
al. 2007; Caro et al. 2008). The parameters measured include
mitochondrial oxygen consumption in both resting (state 4)
and phosphorylating state (state 3), the rate of mitROS
production and location of the free radical source, oxidative
damage to mitochondrial DNA (8-0x0dG; 8-o0x0-7,8,dihydro-
2’-deoxyguanosine), and five markers of oxidative, glyco-
xidative, and lipoxidative damage to proteins measured by
gas chromatography/mass spectrometry techniques. Since
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fatty acid unsaturation is negatively correlated with animal
longevity (Pamplona and Barja 2007) and the degree of
protein lipoxidation is secondarily influenced by the sensitiv-
ity of the membranes to lipid peroxidation, which strongly
depends on their fatty acid unsaturation degree, the full fatty
acid composition of heart lipids was also measured. The
amounts of respiratory complexes I[-IV were measured
because they can modify the total electron flow in the
respiratory chain and the total number of ROS generation
sites, and therefore they can potentially affect the rates of
mitROS generation. The amount of the mitochondrial
enzyme MnSOD which scavenges superoxide anion was
also measure to ascertain to what extent changes in
mitochondrial superoxide radical release are due to modifi-
cations in the rate of superoxide radical production or
elimination. The apoptosis-inducing factor was studied
because it is considered a two-edged sword (Porter and
Urbano 2006). It can stimulate apoptosis, but it is also
required for the assembly/maintenance of complex I, the
respiratory complex where mitROS generation is lowered in
long-lived animals and in DR and MetR (Barja 2004; Lopez-
Torres and Barja 2008). Since sirtuins are considered
important proteins in relation to longevity (Imai and
Guarente 2010), the amount of the mitochondrial sirtuin
SIRTS5 was also measured. Finally, since dietary methio-
nine is essential for synthesis of S-adenosylmethionine
that provides methyl groups required for DNA methyla-
tion, an important mechanism of modification of gene
expression, the global methylation of heart genomic DNA
was also measured.

Materials and methods
Animals and diets

Male Wistar rats of 250-300 g of body weight were caged
individually and maintained in a 12:12 (light-dark) cycle,
22 °C+2 °C and 50%=10% relative humidity. Semipurified
diets prepared by MP biochemicals (Irvine, CA) and
imported to Spain by Leti (Barcelona, Spain) were used.
The detailed composition of the diet is shown in Table 1.
The composition of the 40% MetR diet was similar to that
of the control diet except that L-methionine was present at
0.516%, which corresponds to an amount of this amino acid
40% lower than in the control diet (0.86%). The 0.34%
absolute decrease in L-methionine in the 40% MetR diet
was compensated by increasing all the other dietary
components in proportion to their presence in the diet.
Since the % absolute decrease in L-methionine was small,
with this procedure the % presence of all the other dietary
components was almost the same in the two experimental
diets. After 7 weeks of dietary treatment the animals were
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Table 1 Detailed composition of the semi purified diets used in this
study (control and 40% methionine restricted)

Component Control 40%MetR
(g/100 g) (g/100 g)
L-Arginine 1.12 1.124
L-Lysine 1.44 1.445
L-Histidine 0.33 0.331
L-Leucine 1.11 1.114
L-Isoleucine 0.82 0.823
L-Valine 0.82 0.823
L-Threonine 0.82 0.823
L-Tryptophan 0.18 0.181
L-Methionine 0.86 0.516
L-Glutamic acid 2.70 2.709
L-Phenylalanine 1.16 1.164
L-Glycine 2.33 2.338
Dextrine 5 5.017
Corn starch 31.80 31.92
Sucrose 31.79 31.92
Cellulose 5 5.017
Choline bitartrate 0.2 0.201
MP Vitamin diet fortification mixture 1.02 1.023
Mineral mix (AIN) 3.5 3.512
Corn oil 8 8.028
Total (% weight) 100 100

sacrificed by decapitation. The heart was then processed to
isolate mitochondria, which were immediately used to
measure mitochondrial respiration and H,O, generation,
and mitochondrial and heart samples were stored at —80 °C
for the assay of the rest of the biochemical parameters.

Heart mitochondria isolation

Heart mitochondria were obtained from fresh tissue by the
procedure of Mela and Seitz (1979) with modifications. The
heart was chopped into small pieces and was homogenized
with a loose-fitting glass-glass pestle in 10 ml of isolation
buffer (220 mM mannitol, 70 mM sucrose, 1 mM EDTA,
10 mM Tris-HCI, pH 7.4) containing 5 mg of subtilisin A
and 25 mg of fatty acid-free albumin. After the sample
stood for 1 min, 25 ml of additional isolation buffer
containing 25 mg of albumin were added, and gentle
homogenization was performed again with a tighter fitting
pestle. The nuclei and cell debris were removed by
centrifugation at 700xg for 10 min. Supernatants were
centrifuged at 8,000xg for 10 min and the resulting
supernatants were eliminated. The pellets were resuspended
in 25 ml of isolation buffer and centrifuged at 8,000 x g for
10 min. The mitochondrial pellets were resuspended in 1 ml
of isolation buffer. All the above procedures were

performed at 4 °C. Mitochondrial protein was measured
by the Biuret method. The final mitochondrial suspensions
were maintained at high concentration of mitochondrial
protein over ice and were immediately used for the oxygen
consumption and H,O, production measurements during
the next two hours.

Mitochondrial H,O, generation

The rate of mitochondrial ROS production (O, + H,0,) was
assayed by measuring the increase in fluorescence as a
function of time (excitation at 312 nm, emission at 420 nm)
due to oxidation of homovanillic acid by H,O, in the
presence of horseradish peroxidase, essentially as described
(Barja 2002; Sanz and Barja 2006). Reaction conditions were
0.25 mg of mitochondrial protein per ml, 6 U/ml of
horseradish peroxidase, 0.1 mM homovanillic acid, 50 U/ml
of superoxide dismutase, and 2.5 mM pyruvate/2.5 mM
malate, or 5 mM succinate as substrates in the presence or
absence of 2 uM rotenone or 2 pM antimycin A in the
incubation buffer (145 mM KCI, 30 mM Hepes, 5 mM
KH,POy4, 3 mM MgCl,, 0.1 mM EGTA, 0.1% albumin,
pH 7.4) at 37 °C, in a total volume of 1.5 ml. Duplicated
samples were incubated for 15 min at 37 °C. The reaction
was stopped by transferring the samples to a cold bath and
adding 0.5 ml of stop solution (2.0 M glycine, 2.2 M
NaOH, 50 mM EDTA, pH 12), and the fluorescence was
read in a LS50B Perkin-Elmer fluorometer. Known amounts
of H,O, generated in parallel by glucose oxidase with
glucose as substrate were used as standards. Since the
superoxide dismutase added in excess converts all Oy~
excreted by mitochondria (if any) to H,O,, the measure-
ments represent the total (O, plus H,O,) rate of mitochon-
drial ROS production.

Mitochondrial oxygen consumption

The rate of oxygen consumption of heart mitochondria was
measured at 37 °C in a water-thermostatized incubation
chamber with a computer-controlled Clark-type O, elec-
trode (Oxygraph, Hansatech, UK) in 0.5 ml of incubation
buffer (145 mM KCI, 30 mM Hepes, 5 mM KH,PO,,
3 mM MgCl,, 0.1 mM EGTA, 0.1% albumin, pH 7.4). The
substrates used were complex I-linked (2.5 mM pyruvate/
2.5 mM malate) or complex II-linked (5 mM succinate +
rotenone). The assays were performed in the absence (State
4-resting) and in the presence (State 3-phosphorylating) of
500 uM ADP.

DNA analyses

For the measurement of oxidative damage to mtDNA,
isolation of mtDNA was performed by the method of
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Latorre et al. (1986) adapted to mammals (Asuncion et al.
1996). The isolated mitochondrial DNA was digested to
deoxynucleoside level by incubation at 37 °C with 5 U of
nuclease P1 (in 20 ul of 20 mM sodium acetate, 10 mM
ZnCl, , 15% glycerol, pH 4.8) for 30 min and 1 U of
alkaline phosphatase (in 20 uL of 1 M Tris-HCI, pH 8.0)
for 1 h. All aqueous solutions used for mtDNA isolation,
digestion and chromatographic separation were prepared in
HPLC-grade water. Steady-state oxidative damage to
mtDNA was estimated by measuring the level of 8-oxo-
7,8-dihydro-2’deoxyguanosine (8-oxodG) referred to that
of the non-oxidized base (deoxyguanosine, dG). 8-oxodG
and dG were analyzed by HPLC with on line electrochemical
and ultraviolet detection respectively. The nucleoside mixture
was injected into a reverse-phase Mediterranea Sea 18 column
(5 pm, 4.6 mmx25 cm; Teknokroma, Barcelona, Spain), and
was eluted with a mobile phase containing 6.5% acetonitrile
and 50 mM phosphate buffer pH 5.0. The volume of sample
injected in the column was 100 pul. A Gilson 305 pump with
nanometric module 805 at 0.9 ml/min was used. 8-oxodG was
detected with an ESA Coulochem II electrochemical coulo-
metric detector (ESA, Inc. Bedford, MA) with a 5011A
analytical cell run in the oxidative mode (350 mV/20 nA), and
dG was detected with a Biorad model 1806 UV detector at
254 nm. For quantification, peak areas of dG standards and of
three level calibration pure 8-0xodG standards (Sigma) were
analyzed during each HPLC run. Comparison of areas of §-
oxodG standards injected with and without simultaneous
injection of dG standards ensured that no oxidation of dG
occurred during the chromatography.

For the measurement of genomic DNA methylation,
genomic DNA was isolated with the GenElute Mammalian
Genomic DNA miniprep Kit (GIN70 Sigma). The degree
of methylation of this genomic DNA was quantified with a
Methylamp Global DNA Methylation Quantification Kit
(P-1014 Epigentek). In this assay, the methylated fraction
of DNA (expressed as % of the total genomic DNA) is
recognized by a 5-methylcytosine antibody and quantified
through an ELISA-like reaction.

Mitochondrial complexes (I, II, IIT and IV), AIF, MnSOD
and SIRTS

The protein contents of heart mitochondrial respiratory
chain complexes, AIF, MnSOD and SIRTS were estimated
using western blot analyses. Mitochondrial protein concen-
tration was measured using the Bradford method (Bio-Rad
Protein Assay 500-0006) and mitochondrial proteins were
separated by one-dimensional SDS-PAGE. The protease
inhibitor mix (80-6501-23, Amersham Biosciences) was
added to the samples. The samples were mixed with sample
buffer (62.5 mM Tris—HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol,
20% 2-f3-mercaptoethanol and 0.02% bromophenol blue)
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and were heated for 5 min at 95 °C. Proteins (10 pg for
respiratory chain complexes, AIF and MnSOD; and 70 pg
for SIRTS) were subjected to electrophoresis on 10% SDS-
polyacrylamide minigels. For immunodetection, proteins
were transferred using a Mini Trans-Blot Transfer Cell
(Bio-Rad) in a buffer containing 25 mM Tris, 192 mM
Glycine and 20% methanol, to polyvinylidene difluoride
membranes (Immobilon-P Millipore, Bedford, MA). The
membranes were immersed in blocking solution (0.2% I-
Block Tropix AI300, 0.1% Tween in PBS) for 1 h at room
temperature. After blocking, the membrane was washed
two times using 0.05% TBS-T buffer. Afterwards, the
membrane was incubated in primary solution using specific
antibodies for the 39 kDa (NDUFA9) and 30 kDa
(NDUFS3) subunit of complex I (1:1000 in both cases),
70 kDa subunit (Flavoprotein) of complex II (1:500),
48.5 kDa (CORE 2) and 29.6 kDa (Rieske iron-sulfur
protein) subunits of complex III (1:1000 in both cases), and
COXI subunit of complex IV with apparent molecular
weight of 57 KDa (1:1000) (ref. A21344, A21343, A11142,
A11143, A21346 and A6403, respectively; Molecular
Probes), anti-AIF (1:1000, ref. A7549, Sigma), anti-
MnSOD and anti-SIRT5 (1:2000 and 1:500, respectively,
ref. ab16956 and ab13697, Abcam). An antibody to porin
(1:15000, ref. A31855, Molecular Probes) was also used in
order to determine the proportion of protein levels referred
to total mitochondrial mass. The primary antibody was
incubated 1 h at room temperature, except in the case of
MnSOD and SIRT5 which were incubated 16 h at 4 °C.
The membrane was washed three times in 0.05% TBS-T
buffer and was incubated 1 h at room temperature with the
appropriate secondary antibodies: ECL Anti-mouse IgG,
horseradish peroxidase linked whole antibody (1:5000; ref.
NA93IV, GE Healthcare), and ImmunoPure Goat Anti-
Rabbit IgG, (H + L), peroxidase conjugated (1:10000; ref.
31460, Pierce Biotechnology). After five washes with
0.05% TBS-T buffer, bands were visualized by using an
enhanced chemiluminescence HRP substrate (Millipore, MA,
USA). Signal quantification and recording was performed
with a ChemiDoc equipment (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Barcelona, Spain).

Oxidation-derived protein damage markers

Markers of protein oxidation — the protein carbonyl
glutamic (GSA) and aminoadipic (AASA) semialdehydes-,
glycoxidation (carboxyethyl lysine [CEL] and carboxy-
methyl lysine [CML]), and lipoxidation (malondialdhyde
lysine [MDAL] and CML) were determined as trifluoro-
acetic acid methyl esters derivatives in acid hydrolyzed
delipidated and reduced heart mitochondrial protein sam-
ples by GC/MS (Pamplona et al. 1999) using a HP6890
Series II gas chromatograph (Agilent, Barcelona, Spain)
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with a MSD5973A Series and a 7683 Series automatic injector,
a Rtx-5SMS Restek column (30-mx0.25-mm x0.25-um), and
the described temperature program (Pamplona et al. 1999).
Quantification was performed by internal and external
standardization using standard curves constructed from
mixtures of deuterated and non-deuterated standards.
Analyses were carried out by selected ion-monitoring
GC/MS (SIM-GC/MS). The ions used were: lysine and
[Hg]lysine, m/z 180 and 187, respectively; 5-hydroxy-2-
aminovaleric acid and [*Hs]5-hydroxy-2-aminovaleric acid
(stable derivatives of GSA), m/z 280 and 285, respectively;
6-hydroxy-2-aminocaproic acid and [*H,]6-hydroxy-2-
aminocaproic acid (stable derivatives of AASA), m/z 294
and 298, respectively; CML and [*H4]CML, m/z 392 and
396, respectively; CEL and [2H4]CEL, m/z 379 and 383,
respectively; and MDAL and [*Hs]MDAL, m/z 474 and
482, respectively. The amounts of product were expressed
as the umolar ratio of GSA, AASA, CML, CEL or MDAL
per mol of lysine.

Fatty acid analyses and global fatty acid unsaturation
indexes

Fatty acid groups of mitochondrial heart lipids were analyzed
as methyl esters derivatives by GC/MS as previously
described (Pamplona et al. 1999). Separation was performed
by a DB-WAX capillary column (30 mx0.25 mmx0.20 pm)
in a GC System 7890A with a Series Injector 7683B and a
FID detector (Agilent Technologies, Barcelona, Spain).
Identification of fatty acid methyl esters was made by
comparison with authentic standards (Larodan Fine Chem-
icals, Malmo, Sweden). Results are expressed as mol%. The
following fatty acid indexes were calculated: saturated fatty
acids (SFA); unsaturated fatty acids (UFA); monounsaturated
fatty acids (MUFA); polyunsaturated fatty acids from n-3
and n-6 series (PUFAn-3 and PUFAn-6); average chain
length (ACL)=[(X%Total;4 x 14) + (X%Total;s x 16) +
(X%Total;g x 18) + (X%Totalyg x 20) + (X%Totaly, x 22) +
(X%Total,4, x 24))/100]; double bond index (DBI)=[(1 x
>mol% monoenoic) + (2 X ¥mol% dienoic) + (3 x ¥mol%
trienoic) + (4 x ¥Ymol% tetraenoic) + (5 x Xmol%
pentaenoic) + (6 x Xmol% hexaenoic)]; and peroxidizability
index (PD)=[(0.025 x ¥mol% monoenoic) + (1 x Xmol%
dienoic) + (2 x ¥mol% trienoic) + (4 x ¥mol% tetraenoic) +
(6 x Xmol% pentaenoic) + (8 x ¥mol% hexaenoic)].

Statistics

Values were expressed as means =+ standard error of the
mean (SEM). Comparisons between control and MetR
groups were analyzed by Student t-tests. The minimum
level of statistical significance was set at P<0.05 in all the
analyses.

Results

The mean body weight of the animals did not show
significant differences between the two experimental
groups at the start of the experiment (234+2.65 g in the
control and 232+2.40 g in the MetR group) and no
significant differences in body weight were observed after
the 7 weeks of treatment (363+8.28 g in controls and 370+
4.78 g in MetR). The weight of liver, heart, spleen, kidney,
or brain and the food intake was not significantly modified
by dietary treatment (results not shown).

The rate of oxygen consumption from heart mitochondria
was measured in the absence (state 4) and in the presence
(state 3) of 500 uM ADP, with complex I-linked (pyruvate/
malate) and complex II-linked (succinate + rotenone) sub-
strates (Table 2). MetR significantly increased state 4 oxygen
consumption with succinate + rotenone but not with
pyruvate/malate, whereas state 3 values did not change with
any substrate.

The mitochondrial rate of ROS production was signifi-
cantly decreased by MetR in heart mitochondria respiring
with pyruvate/malate + rotenone (Table 3). However, when
complex II-linked substrate (succinate) was used, no
significant differences were observed between dietary
groups either with succinate alone, with succinate +
rotenone or with succinate + antimycin A.

Oxidative damage to mtDNA was estimated by measur-
ing the marker 8-oxodG. The steady-state level of 8-oxodG
in rat heart mtDNA was significantly decreased by MetR
(Fig. 1). MetR also significantly decreased the global
methylation of genomic DNA in the rat heart (Fig. 2).

Three general kinds of oxidative modification of rat
heart mitochondrial proteins were measured, oxidative (the
specific protein carbonyls GSA and AASA), glycoxidative
(CEL and CML) and lipoxidative (CML and MDAL)
markers (Fig. 3). All these five markers were significantly
decreased by MetR. The marker showing the strongest

Table 2 Rates of oxygen consumption of heart mitochondria from
control and 40% methionine restricted (MetR) rats

Control MetR
Pyruvate/malate (State 4) 57.5+4.9 46.3+3.0
Pyruvate/malate (State 3) 223.2+423.1 213.7+£13.0
Pyruvate/malate (RCI) 4.1+0.3 4.7+0.2
Succinate + rotenone (State 4) 111.6+6.8 133.7+£6.5 *
Succinate + rotenone (State3) 297.2+16.1 317.0£17.8
Succinate + rotenone (RCI) 2.5+0.1 2.3£0.1

Values are means = SEM (nmoles of O,/ min. mg protein) from 67
different animals. State 4: oxygen consumption in the absence of ADP.
State 3: oxygen consumption in the presence of 500 uM ADP. RCI:
Respiratory control index.*P<0.05 Significant differences between
Control and MetR rats
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Table 3 Rates of reactive oxygen species (ROS) production of heart
mitochondria from control and 40% methionine restricted (MetR) rats

Control MetR
Pyruvate/malate + rotenone 3.56+0.19 3.03+0.14*
Succinate 0.38+0.05 0.40+0.05
Succinate + rotenone 0.42+0.04 0.45+0.04
Succinate + antimycin A 5.37+0.27 5.72+0.21

Values are means = SEM (nmoles of H,O,/min - mg protein) from 5—
7 different animals. *P<0.05 Significant differences between Control
and MetR rats

decrease after MetR was MDAL (58% decrease) whereas
the other four markers showed 19-35% decreases.

Methionine restriction did not change the amounts of the
peptides of heart mitochondrial respiratory complex I peptides
(NDUFA9 and NDUFS3), complex II (flavoprotein), complex
I (CORE II and Rieske iron-sulfur protein) and complex IV
(COX1) (Table 4). The amounts of MnSOD, SIRTS and AIF
were not significantly changed by MetR either (Table 4).

Table 5 shows the full fatty acid composition of heart fatty
acids in control and MetR rats. MetR significantly decreased
18:0 and 22:5n-3 and increased 16:1n-7. No significant
differences in acyl chain length, general types of fatty acids
(SFA, UFA, MUFA or PUFA), and global unsaturation
indexes (DBI and PI) were observed between control and
MetR rats.

Discussion

In this investigation it is shown for the first time that 7 weeks of
40% MetR significantly lowers mitROS production at com-
plex I during forward electron flow, oxidative damage to
mitochondrial DNA, oxidation, glycoxidation and lipoxidation
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Fig. 1 Oxidative damage in heart mitochondrial DNA from control
and 40% methionine restricted rats. Values are means = SEM from 5
different animals. Asterisks represent significant differences between
control and MetR rats (*) P<0.05
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Fig. 2 Genomic DNA methylation in heart from control and 40%
methionine restricted rats. Values are means + SEM from 8 different
animals. Asterisks represent significant differences between control
and MetR rats (*) P<0.05

of mitochondrial proteins as well as the methylation level of
genomic DNA in the rat heart.

Previous studies have shown that the rate of mitROS
generation is lowered at complex I both in long-lived
species and in rodents subjected to 40% DR (Barja 2004;
Gredilla and Barja 2005) as well as in 80% MtR in rat heart
(Sanz et al. 2006). In this investigation it is shown that 40%
MetR is enough to decrease mitROS production in rat heart.
Therefore, MetR can be responsible for the decrease in
mitROS production and ensuing oxidative damage that
occurs in the heart of rats subjected to (40%) DR which can
be involved in their longevity extension. The decrease in
mitROS generation after 40% MetR observed in our study
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Fig. 3 Protein oxidation, glycoxidation and lipoxidation markers in
heart mitochondria from control and 40% methionine restricted rats.
Values are means + SEM from 7 different animals and are expressed
as percentage of those in the controls for each parameter. Control
values: 5,496.01+£493.55 (glutamic semialdehyde, GSA); 216.96+
10.74 (AASA, aminoadipic semialdehyde, AASA); 675.19+24.54
(carboxyethyl-lysine, CEL); 1,932.61+99.90 (carboxymethyl-lysine,
CML); 581.20+35.52 (malondialdehyde-lysine, MDAL). Units:
pumol/mol lysine. Asterisks represent significant differences between
control and MetR rats: **P<0.01, ***P<0.001
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Table 4 Amounts of respiratory chain complexes, SODMn, SIRTS5
and AIF in heart mitochondria from control and 40% methionine
restricted (MetR) rats

Control MetR
Complex I (39 KDa subunit, NDUFA9) 100+5.01  100.58+5.73
Complex I (30 KD subunit, NDUFS3)  100+15.47 117.56+12.88
Complex IT (70 KDa subunit, 100+£5.83  111.09+4.31
Flavoprotein)
Complex IIT (48.5 KDa, CORE II) 100+£4.70  110.21+5.62
Complex III (29.6 KDa subunit, 100+£3.29  113.16+13.67
Rieske iron—sulfur protein)
Complex IV (57 KDa subunit, COX I) 100+17.40 115.33+21.34
MnSOD 100£9.34  127.32+12.64
SIRT5 100+7.42 80.12+5.31
ATF 100+3.27 95.89+4.77

Values are means+=SEM from 6-7 different animals. Units: Ratio
complex I, II, III, IV, MnSOD, SIRTS, and AlF/porin in Arbitrary
Units (AUs). Abbreviations: MnSOD, manganese superoxide dismu-
tase, AIF, Apotosis-inducing factor

took place exclusively at complex I since it occurred only
with pyruvate/malate + rotenone, a condition in which the
free radical source is confined to complex I. This
conclusion is also consistent with the lack of significant
changes in mitROS generation in the different assays
performed with succinate (a complex II-linked substrate).
The lack of changes with succinate alone indicates that the
decrease in mitROS production does not occur during
reverse electron flow from complex II to complex I
Instead, it must occur at a free radical generation site
working during forward electron flow and located within
complex I between the one receiving electrons from NADH
and the rotenone inhibition site. This kind of result is
consistent with a previous study in other rat tissues (Caro et
al. 2009b).

Concerning the mechanism responsible for the decrease
in mitROS production, a general decrease in electron flow
is not involved since mitochondrial oxygen consumption
only showed changes with succinate + rotenone, a situation
in which electrons cannot flow back to complex I, but did
not change with pyruvate/malate. Another possibility would
be a decrease in the total amount of complex I which would
decrease the total amount of superoxide radical generation.
However, neither of the two subunits of complex I studied
(the 39 and 30 KDa subunits NDUFA9 and NDUFS3)
showed changes in their amount, and the same was true for
the subunits measured from the other complexes (complex
I, III and 1V). Therefore, qualitative rather than quantita-
tive changes in complex I seem to be involved in the
decrease in mitROS generation in 40% MetR. As previ-
ously suggested for DR models (Gredilla et al. 2001) this
qualitative change can be due to a decrease in the steady-
state degree of electronic reduction of the complex I

Table 5 Fatty acid composition (mol %) of total heart lipids from
control and methionine restricted (MetR) rats

Control MetR

14:0 1.17+0.03 1.24+0.14
16:0 22.68+0.60 24.06+1.14
16:1n-7 0.91+0.04 1.12+0.07*
18:0 26.49+0.34 24.94+0.11%**
18:1n-9 13.23+0.39 13.43+0.21
18:2n-6 9.27+0.42 10.34+0.63
18:3n-3 0.38+0.01 0.42+0.02
18:4n-6 0.11+0.01 0.11+0.01
20:0 0.20+0.01 0.19£0.01
20:1n-9 0.19+0.02 0.20+0.02
20:2n-6 0.97+0.14 0.96+0.04
20:3n-6 0.79+0.06 0.78+0.04
20:4n-6 15.69+0.45 15.09+0.77
20:5n-3 0.15+0.01 0.10+0.01
22:0 0.21+0.02 0.16+0.01
22:4n-6 0.73+0.06 0.69+0.06
22:5n-6 1.40+0.22 1.14+0.06
22:5n-3 0.84+0.04 0.71+0.04*
22:6n-3 4.28+0.26 4.07+0.37
24:0 0.25+0.04 0.19£0.01
ACL 18.15+0.03 18.07+0.06
SFA 51.02+0.71 50.80+1.24
UFA 48.97+0.71 49.19+1.24
MUFA 14.34+0.44 14.76+0.26
PUFA 34.63+0.94 34.43+1.45
PUFAn-6 28.97+£0.92 29.12+1.13
PUFAn-3 5.66+0.25 5.31+0.33
DBI 142.16+3.51 138.8+5.74
PI 127.71+£4.16 122.01+6.47

Values are means + SEM from 8 different animals. For abbreviations
see the “Matherials and methods” section. Asterisks describe
significant differences between Control and MetR rats: *P<0.05;
##%kP<(.001

generator which would decrease its tendency to univalently
reduce oxygen to the superoxide radical. On the other hand,
we observed that the amount of the superoxide dismutase
mitochondrial form (MnSOD), the enzyme that scavenges
superoxide radical, is not changed by 40% MetR in the rat
heart. This is consistent with the idea that the decrease in
superoxide radical release from the mitochondria observed
in this investigation is due to a true decrease in superoxide
radical production and not to an increase in its elimination
by MnSOD.

Concerning the cellular mechanism responsible for the
qualitative change leading to mitochondria with a lower
rate of mitROS generation in MetR, a logical possibility is
that changes in DNA methylation are involved. Many
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microarray studies have shown that the longevity extension
induced by dietary restriction in rodents is dependent on
medium- or long-term changes in gene expression (Park
and Prolla 2005). This has not been extensively studied in
MetR, although a recent study found changes in various
messenger RNAs and some protein signaling molecules in
the liver of mice subjected to this dietary manipulation (Sun
et al. 2009). Dietary methionine is essential for synthesis of
S-adenosylmethionine that provides methyl groups required
for DNA methylation, an important mechanism of gene
expression modification. In fact, we have recently showed
that lower levels of methionine supplementation in the diet
lead to a lower concentration of S-adenosylmethionine
(SAM) in the heart of Wistar rats (Gomez et al. 2009).
Therefore, a lower level of global methylation of heart
genomic DNA was expected in MetR as it was found indeed
in this investigation. Thus, it is possible that the qualitative
change leading to a lower mitROS production in DR is
secondary to changes in gene expression induced by the
decrease in DNA methylation observed in the heart genomic
DNA, although this does not eliminate the possible additional
involvement of other molecular mechanisms.

Another prolongevity mechanism seems to involve
sirtuin proteins. Classic studies in invertebrate models have
related the sirtuin SIR2 to longevity. In mammals, seven
sirtuins (SIRT1-7) have been described (Nagakawa et al.
2009; Verdin et al. 2010) and they are emerging as
important proteins in aging, stress resistance and metabolic
regulation. Three mammalian sirtuins, SIRT 3, 4 and 5 are
located within the mitochondrial matrix and SIRT3 and
SIRTS are NAD(+)-dependent acetylases that remove
acetyl groups from acetyllysine-modified proteins. Recent
findings reveal that a large fraction of mitochondrial
proteins are acetylated and that mitochondrial protein
acetylation is modulated by nutritional status. Among
mitochondrial sirtuins, recent studies have highlighted a
role for SIRT3 in DR. It has been found that DR decrease
oxidative DNA damage in mice tissues and prevents age-
related hearing loss, but these changes do not occur in
SIRT3-lacking mice (Someya et al. 2010). In that study it is
proposed that in response to DR SIRT3 directly deacety-
lates and activates isocitrate dehydrogenase 2, leading to
increased NADPH and increased reduced-to-oxidized glu-
tathione ratio in mitochondria which would decrease
mitochondrial oxidative stress and could be partially
responsible for protection against age-related changes. To
our knowledge this is the study better relating the action of
a sirtuin to DR and oxidative stress. In our study, we
measured the amount of SIRTS in order to clarify if it could
be involved in the life-extending MetR paradigm, which to
our knowledge has never been previously studied. Our
results show that the amount of SIRTS is not modified by
MetR in the rat heart. Therefore, SIRT5 does not seem to be
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involved in the decreases in mitochondrial ROS generation
and oxidative damage observed in this investigation. This
would be consistent with a role for SIRTS during DR
different from oxidative stress modulation. It has been
observed that SIRTS5 deacetylates carbamoyl phosphate
synthase 1, the rate limiting enzyme for urea synthesis in
the urea cycle, increasing its activity (Huang et al. 2010).
The regulation of this enzyme by SIRTS supports a role for
SIRTS5 under conditions that require ammonia removal such
as fasting, and DR. Under these conditions, SIRTS is
increased, resulting in deacetylation of carbamoyl phos-
phate synthase 1, increased activity of this enzyme, and
subsequent conversion of ammonia into carbamoyl phos-
phate, to be excreted as urea. Therefore, the known role of
SIRT5 seems to be rather related to modifications in
catabolic flux. Although SIRTS is likely to target other
different mitochondrial substrates, our results do not
support the idea that it is involved in the decreases in
mitochondrial oxidative stress in MetR (and DR), although
further studies are clearly needed before discarding that
possibility.

Among possible mechanisms of aging, apoptosis can
potentially decrease the number of cells leading to
decrements in tissue functionality. This would be especially
deleterious in organs like the heart almost exclusively
composed of postmitotic cells if apoptosis occurs to a
relevant extent in non-dividing cells. The lack of replace-
ment of cells lost by apoptosis would be limiting during
aging. In the present study we measured the amount of AIF.
A recent investigation has found age-related increases in
cytosolic AIF together with other apoptosis-related factors
in rat heart which are associated with mitochondrial
dysfunction (Ljubicic et al. 2010). AIF however, in addition
to apoptotic functions, is also required for mitochondrial
oxidative phosphorylation (Porter and Urbano 2006). AIF
is a mitochondrial flavoprotein involved in the assembly/
maintenance of complex I. Therefore, it has been consid-
ered a double edged sword having both life and death
functions in cells (Porter and Urbano 2006). Our results
show that the amount of AIF was not changed by 40%
MetR in rat heart which is consistent with the lack of
differences in the amount of complex I. In previous studies
we have observed simultaneous decreases in the amounts of
AIF and complex I in MetR in rat liver and brain (Caro et
al. 2008, 2009b) whereas in the case of kidney (Caro et al.
2009b) no significant changes in AIF were found. All these
data, taken together, indicate that the changes in AIF in
MetR are tissue specific. In any case our AIF results do not
suggest that changes in apoptosis are involved in the
beneficial effects of 40% MetR in rat heart.

The decrease in the rate of mitROS production in the
heart of MetR rats was accompanied by beneficial decreases
in oxidative damage to important macromolecules. First,



J Bioenerg Biomembr (2011) 43:699-708

707

oxidative damage to mtDNA was decreased by 40% MetR.
Previous studies had found decreases in mitROS production
and 8-0xodG in mtDNA in 80% MetR in rat heart (Sanz et al.
2006). The results obtained here show that 40% restriction of
dietary methionine is enough to lower steady-state oxidative
damage to mtDNA. This is important since standard DR is
usually performed at 40% restriction of food intake. Previous
investigations have shown that the lowering of mitROS
production induced by 40% DR (Gredilla et al. 2001; Lopez-
Torres et al. 2002) and by 40% protein restriction (Sanz et al.
2004) is always accompanied by decreases in the level of 8-
0oxodG in mtDNA in rat tissues. All these results, together
with previous ones (Sanz et al. 2004; Caro et al. 2009a) are
consistent with the hypothesis that the decreased ingestion of
methionine is responsible for the decrease in mitROS
generation and oxidative damage to mtDNA that occurs
during (40%) DR and protein restriction. Since ROS can
produce DNA single- and double-strand breaks in addition to
oxidizing the bases, MetR could contribute to extend life-
span by helping to decrease the formation of mtDNA
mutations that occur during rodent and human aging (Barja
2004; Khrapko and Vijg 2007). In addition to lowering 8-
oxodG, in our study a global decrease in oxidative,
lipoxidative, and glycoxidative damage to heart mitochon-
drial proteins was also found. The stronger decrement
observed was that of the lipoxidation marker MDAL (58%
decrease) whereas the other protein modification markers
showed 19%-35% decreases. This higher sensitivity of
MDAL compared to the other four protein modification
markers has been also observed in various previous studies
of DR and MetR, possibly indicating the prominent role of
the decrease in MDA-related lipid peroxidation pathways in
these anti-aging models. On the other hand, the decrease in
the two lipoperoxidation-related markers CML and MDAL
was not due to decreases in the degree of unsaturation and
thus in the sensitivity to oxidative damage of heart
mitochondrial fatty acids, because neither the total number
of double bonds (DBI) nor the PI were changed by 40%
MetR. Instead, the lower mitROS production of MetR
animals seems to directly decrease protein oxidation (lower
GSA and AASA) and to also lower glycoxidation and
lipoxidation processes finally contributing to a decrease
glycoxidative (lower CEL and CML) and lipoxidative (lower
CML and MDAL) modification of rat heart mitochondrial
proteins.

Finally, it is known that two traits correlate with maximum
longevity across animal species. Long-lived mammals and
birds have a low rate of mitROS production and a low degree
of fatty acid unsaturation (low DBI), which lower their
oxidative stress (Pamplona and Barja 2007). In many
previous investigations (40%) DR, a longevity-extending
manipulation, lowered mitROS production without changing
tissue DBI. We have found that 80% MetR decreases rat

heart DBI (Sanz et al. 2006), but when we applied MetR at
40% in the present investigation no changes in this parameter
were observed. This kind of result has been also observed in
other rat organs (Caro et al. 2008, 2009b). Therefore, the
lack of change in DBI at 40%MetR fits well with the lack of
effect of (40%) DR on the global degree of fatty acid
unsaturation. Decreases in DBI in MetR are limited to 80%
MetR, a dietary modification not occurring in (40%) DR.
Therefore, among the two main oxidative stress-related traits
of long-lived animals, only a low rate of mitROS production
(and not a low degree of fatty acid unsaturation) seems to be
involved in the life extension effect of MetR and DR.
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Abstract It is known that a global decrease in food
ingestion (dietary restriction, DR) lowers mitochondrial
ROS generation (mitROS) and oxidative stress in young
immature rats. This seems to be caused by the decreased
methionine ingestion of DR animals. This is interesting
since isocaloric methionine restriction in the diet
(MetR) also increases, like DR, rodent maximum
longevity. However, it is not known if old rats maintain
the capacity to lower mitROS generation and oxidative
stress in response to MetR similarly to young immature
animals, and whether MetR implemented at old age can
reverse aging-related variations in oxidative stress. In
this investigation the effects of aging and 7 weeks of
MetR were investigated in liver mitochondria of Wistar
rats. MetR implemented at old age decreased mitROS
generation, percent free radical leak at the respiratory
chain and mtDNA oxidative damage without changing
oxygen consumption. Protein oxidation, lipoxidation
and glycoxidation increased with age, and MetR in old
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rats partially or totally reversed these age-related
increases. Aging increased the amount of SIRT1, and
MetR decreased SIRT1 and TFAM and increased
complex IV. No changes were observed in the protein
amounts of PGC1, Nrf2, MnSOD, AIF, complexes I, II
and III, and in the extent of genomic DNA methylation.
In conclusion, treating old rats with isocaloric short-
term MetR lowers mitROS production and free radical
leak and oxidative damage to mtDNA, and reverses
aging-related increases in protein modification. Aged
rats maintain the capacity to lower mitochondrial ROS
generation and oxidative stress in response to a short-
term exposure to restriction of a single dietary sub-
stance: methionine.

Keywords Calorie restriction - Methionine
restriction - Diet - Mitochondria - Reactive oxygen
species

Abbreviations

AASA Aminoadipic semialdehyde

CEL Carboxyethyl-lysine

CML Carboxymethyl-lysine

DR Dietary restriction

FRL Percent free radical leak at the respiratory
chain

GSA Glutamic semialdehyde

MetR Methionine restriction

mitROS  Mitochondrial ROS

mtDNA  Mitochondrial DNA

Nrf2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
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8-0x0dG  8-Ox0-7,8-dihydro-2'deoxyguanosine

PGC1 Peroxisome proliferator-activated
receptor y coactivator 1

ROS Reactive oxygen species

SIRT1 Sirtuin 1

MnSOD  Mitochondrial manganese superoxide
dismutase

TFAM Mitochondrial transcription factor A

Introduction

The results of many investigations including those
concerning age-related changes, comparisons between
short- and long-lived animals, and the effects of global
decreases in food ingestion (dietary restriction, DR) in
relation to longevity, are generally consistent with the
mitochondrial free radical theory of aging (Harman
1972; Barja 2004a). Damage to mitochondrial DNA
(mtDNA) has been linked to aging and longevity in
many studies performed in laboratory mammals, as
well as in rhesus monkeys (Castro et al. 2012).
Previous studies have identified two characteristics
of long-lived animals linked to oxidative stress. Long-
lived mammals and birds show a low rate of reactive
oxygen species (ROS) generation at mitochondria
(Barja 2004a, b), and have cellular membranes with a
low degree of fatty acid unsaturation (Pamplona et al.
2002; Pamplona and Barja 2011). Their low ROS
production decreases the damage to key molecules like
mtDNA, and the low fatty acid unsaturation dimin-
ishes the intensity of lipid peroxidation (Pamplona
2011). Among those two factors, DR lowers the first
one, the rate of mitochondrial ROS (mitROS) produc-
tion (Gredilla et al. 2001; Gredilla and Barja 2005).
The best characterized experimental intervention
that increases longevity in animals including mam-
mals is DR. Although the exact mechanisms by which
DR increases longevity are unknown, many previous
investigations have shown that DR lowers oxidative
stress in mammals. In particular, DR lowers the rate of
mitROS production (Gredilla and Barja 2005) and the
steady-state level of oxidative damage to mtDNA in
rats and mice. Previous studies from our laboratory
have clarified that the cause of these decreases is the
lowered ingestion of dietary protein of DR animals
(Sanz et al. 2004), whereas the lowered ingestion of
dietary carbohydrates (Sanz et al. 2006a), lipids (Sanz
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et al. 2006b), or the calories themselves are not
involved. Further studies have identified the amino
acid methionine as the dietary factor responsible for
these beneficial changes in protein restricted and DR
animals. Thus, isocaloric methionine restriction
(MetR) reproduces the decreases in mitROS genera-
tion and oxidative damage to mtDNA observed in
protein restricted and DR rodents (Caro et al. 2008;
Lépez-Torres and Barja 2008). This is interesting,
taking into account that long-life experiments have
shown that isocaloric MetR increases maximum
longevity in rats and mice (Richie et al. 1994; Miller
et al. 2005; Sun et al. 2009) and recent studies link
essential amino acids and especially methionine with
the positive effect of DR on longevity also in insects
and yeast (Grandison et al. 2009; Min and Tatar 2006;
Kabil et al. 2011; Petti et al. 2011; Piper et al. 2011).

However, all the previous studies showing that
MetR lowers mitochondrial oxidative stress have been
performed in young immature rats. It is currently
unknown if MetR can also decrease mitochondrial
ROS generation and oxidative stress in old animals
and whether it can reverse putative increases in
oxidative damage in aged individuals. Furthermore,
it is not known if a short period of MetR is enough to
bring about these beneficial changes in animals that
have already experienced the long-term deleterious
effects of aging. There is hope that scarcely stressful
life extending manipulations in animals could be
extrapolated to humans in the future. Since a large part
of the human population is already mature or old,
interventions capable of ameliorating the health state
in mature adult or old individuals are desirable. These
interventions, ideally, should show efficacy even when
they are started late in the life span, when the
individuals have lived most of their previous life span
without being exposed to them. In particular, it is
important to know if a short period of MetR applied at
old age is beneficial in animals that have been feeding
ad libitum during all their previous lifespan.

Trying to overcome those limitations, we have
studied the effect of short-term (7 weeks) MetR in
24 months old Wistar rats. Three groups of animals
were used, Young mature controls, Old controls, and
Old MetR. In liver mitochondria from these animals,
mitochondrial ROS generation, free radical leak
(FRL), oxygen consumption, oxidative damage to
mtDNA, oxidative, glycoxidative and lipoxidative
protein modification, the amount of mitochondrial
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respiratory complexes (I-IV), and the apoptosis-
inducing factor (AIF) were measured. Since dietary
methionine is essential for synthesis of S-adenosyl-
methionine that provides methyl groups required for
DNA methylation, an important modification mecha-
nism of gene expression, the global methylation of
liver genomic DNA was also measured. In order to
look for possible factors and mechanisms involved in
the effects of MetR, various specific proteins, mito-
chondrial biogenesis and antioxidant-related factors
that seem to be involved in the longevity effects of DR
were also studied. Thus, Sirtuin 1 (SIRT1), Peroxi-
some Proliferator-Activated Receptor y Coactivator 1
(PGC1), Mitochondrial Transcription Factor A (TFAM),
Nuclear Factor Erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), and
mitochondrial manganese superoxide dismutase
(MnSOD) were also measured.

Materials and methods
Animals and diets

Male Wistar rats of 6 months (Young mature adult
controls) and 24 months (Old controls and Old MetR
animals) of age were obtained from Charles River,
were caged individually, and were maintained in a
12:12 (light—dark) cycle, 22 + 2 °C and 50 £ 10 %
relative humidity during the experimental period of
dietary methionine restriction (7 weeks). Semipurified
diets were specifically prepared after our request by
MP biochemicals (Irvine, CA) and were imported to
Spain by Leti (Barcelona, Spain). Young controls and
Old controls received the control diet and the Old-
MetR group received the 40 % MetR diet. The
composition of the control diet (in g/100 g of diet)
was: L-arginine 1.12, L-lysine 1.44, L-histidine 0.33,
L-leucine 1.11, r-isoleucine 0.82, L-valine 0.82,
L-threonine 0.82, L-tryptophan 0.18, L-methionine
0.86, r-glutamic acid 2.70, rL-phenylalanine 1.16,
L-glycine 2.33, Dextrine 5.0, Corn starch 31.82,
sucrose 31.79. cellulose 5.0, choline bitartrate 0.20,
MP vitamin diet fortification mixture 1.0, mineral mix
(AIN) 3.50 and corn oil 8.0. The composition of the
40 % MetR diet was similar to that of the control diet
except that L-methionine was present at 0.516 %,
which corresponds to an amount of this amino acid
40 % lower than in the control diet (0.86 %). This
0.34 % decrease in L-methionine in the 40 % MetR

diet was compensated by increasing all the rest of the
dietary components in proportion to their presence in
the diet. Since the decrease in L-methionine was very
small, with this procedure the percent presence of all
the rest of the dietary components was almost the same
in the two experimental diets. After 7 weeks of dietary
treatment the animals were sacrificed by decapitation.
The liver was then processed to isolate mitochondria,
which were immediately used to measure mitochon-
drial respiration and H,0O, generation, and liver
mitochondrial samples were stored at —80 °C for the
assay of the rest of the measurements.

Isolation of mitochondria

Liver was rinsed and fat was removed before homog-
enization in 60 ml of isolation buffer (210 mM manni-
tol, 70 mM sucrose, 5 mM Hepes, | mM EDTA, pH
7.35). Nuclei and cell debris were removed by centri-
fugation at 1000xg for 10 min. Supernatants were
centrifuged at 10,000xg for 10 min and the resulting
supernatants were eliminated. Pellets were resuspended
in 40 ml of isolation buffer without EDTA and centri-
fuged at 1000 x g for 5 min. Mitochondria were obtained
after centrifugation of the supernatants at 10,000x g for
10 min. After every centrifugation step any overlaying
layer of fat was eliminated. Mitochondrial pellets were
resuspended in 1 ml of isolation buffer without EDTA.
All the above procedures were performed at 5 °C.
Mitochondrial protein was measured by the Biuret
method. The final mitochondrial suspensions were
maintained over ice and were immediately used for
H,0, production and O, consumption measurements.

Mitochondrial ROS generation

The rate of mitochondrial ROS production (O, +
H,0,) was assayed by measuring the increase in
fluorescence as a function of time (excitation at
312 nm, emission at 420 nm) due to oxidation of
homovanillic acid by H,O, in the presence of horse-
radish peroxidase, as previously described (Barja
2002; Sanz and Barja 2006). Reaction conditions
were 0.25 mg of mitochondrial protein per ml, 6 U/ml
of horseradish peroxidase, 0.1 mM homovanillic acid,
50 U/ml of superoxide dismutase, and 2.5 mM
glutamate/2.5 mM malate, or 5 mM succinate in
the incubation buffer (145 mM KCI, 30 mM
Hepes, 5 mM KH,PO,4, 3 mM MgCl,, 0.1 mM EGTA,
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0.1 % albumin, pH 7.4) at 37 °C, in a total volume of
1.5 ml. In some assays 2 pM rotenone or 2 uM
antimycin A were also added. Duplicated samples
were incubated for 15 min at 37° C. The reaction was
stopped by transferring the samples to a cold bath and
adding 0.5 ml of stop solution (2.0 M glycine, 2.2 M
NaOH, 50 mM EDTA, pH 12), and the fluorescence
was read in a LS50B Perkin-Elmer fluorometer.
Known amounts of H,O, generated in parallel by
glucose oxidase with glucose as substrate were used as
standards. Since the superoxide dismutase added in
excess converts all O, ™ excreted by mitochondria (if
any) to H,O,, the measurements represent the total rate
of mitochondrial ROS production (O, plus H,0O5).

Mitochondrial oxygen consumption

The rate of oxygen consumption of liver mitochondria
was measured at 37 °C in a water-thermostatized
incubation chamber with a computer-controlled
Clark-type O, electrode (Oxygraph, Hansatech,
UK) in 0.5 ml of incubation buffer (145 mM KCl,
30 mM Hepes, 5 mM KH,PO,, 3 mM MgCl,
0.1 mM EGTA, 0.1 % albumin, pH 7.4). The sub-
strates used were complex I-linked (2.5 mM gluta-
mate/2.5 mM malate) or complex II-linked (5 mM
succinate + rotenone). The assays were performed in
the absence (State 4-resting) and in the presence (State
3-phosphorylating) of 500 uM ADP.

Free radical leak

The rates of H,O, production and O, consumption of rat
liver mitochondria were measured in parallel in the same
samples under similar experimental conditions. This
allowed the calculation of the percentage of electrons
out of sequence, which reduce O, to ROS at the respiratory
chain (the percent free radical leak, FRL) instead of
reaching cytochrome oxidase to reduce O, to water. Since
two electrons are needed to reduce 1 mol of O, to HO,
whereas four electrons are transferred in the reduction of
1 mol of O, to water, the FRL was calculated as the rate of
H,0, production divided by twice the rate of O,
consumption, and the result was multiplied by 100 (FRL).

Oxidative damage to mitochondrial DNA

The isolation of mtDNA was performed by the method
of Latorre et al. (1986) adapted to mammals
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(Asuncion et al. 1996). The isolated mitochondrial
DNA was digested to deoxynucleoside level by
incubation at 37 °C with 5 U of nuclease P1 (in 20 pl
of 20 mM sodium acetate, 10 mM ZnCl,, 15 %
glycerol, pH 4.8) for 30 min and 1 U of alkaline
phosphatase (in 20 pl of 1 M Tris—HCI, pH 8.0) for 1 h.
All aqueous solutions used for mtDNA isolation,
digestion and chromatographic separation were pre-
pared in HPLC-grade water. Steady-state oxidative
damage to mtDNA was estimated by measuring the
level of 8-oxo0-7,8-dihydro-2'deoxyguanosine (8-0x-
0odG) referred to that of the non-oxidized dG (deoxy-
guanosine) and the results were expressed as 8-oxodG/
10° dG. 8-0x0dG and dG were analyzed by HPLC with
on line electrochemical and ultraviolet detection
respectively. The nucleoside mixture was injected into
a reverse-phase Mediterranea Sea 18 column (5 pm,
4.6 mm x 25 cm; Teknokroma, Barcelona, Spain),
and was eluted with a mobile phase containing 6.5 %
acetonitrile and 50 mM phosphate buffer pH 5.0. The
volume of sample injected in the column was 100 pl.
A Gilson 305 pump with nanometric module 805 at
0.9 ml/min was used. 8-0xodG was detected with an
ESA Coulochem II electrochemical coulometric
detector (ESA, Inc. Bedford, MA) with a 5011A
analytical cell run in the oxidative mode (350 mV/20
nA), and dG was detected with a Biorad model 1806
UV detector at 254 nm. For quantification, peak areas
of dG standards and of three level calibration pure
8-0x0dG standards (Sigma) were analyzed during each
HPLC run. Comparison of areas of 8-oxodG standards
injected with and without simultaneous injection of dG
standards ensured that no oxidation of dG occurred
during the chromatography.

Protein oxidation, glycoxidation and lipoxidation

Markers of protein oxidation—the protein carbonyls
glutamic (GSA) and aminoadipic (AASA) semialde-
hydes, glycoxidation (carboxyethyl-lysine [CEL] and
carboxymethyl-lysine [CML]), and lipoxidation
(CML)—were determined as trifluoroacetic acid
methyl esters derivatives in acid hydrolyzed delipi-
dated and reduced heart mitochondrial protein sam-
ples by GC/MS (Ayala et al. 2007) using a HP6890
Series II gas chromatograph (Agilent, Barcelona,
Spain) with a MSD5973A Series and a 7683
Series automatic injector, a Rtx-5SMS Restek column
(30-m x 0.25-mm x 0.25-um), and the described
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temperature program (Ayala et al. 2007). Quantifica-
tion was performed by internal and external standard-
ization using standard curves constructed from
mixtures of deuterated and non-deuterated standards.
Analyses were carried out by selected ion-monitoring
GC/MS (SIM-GC/MS). The ions used were: lysine
and [2H8]lysine, m/z 180 and 187, respectively;
5-hydroxy-2-aminovaleric acid and [*Hs]5-hydroxy-
2-aminovaleric acid (stable derivatives of GSA), m/z
280 and 285, respectively; 6-hydroxy-2-aminocaproic
acid and [2H4]6—hydr0xy-2—aminocapr0ic acid (stable
derivatives of AASA), m/z 294 and 298, respectively;
CML and [*H4]CML, m/z 392 and 396, respectively;
and CEL and [2H4]CEL, m/z 379 and 383, respec-
tively. The amounts of product were expressed as the
pmolar ratio of GSA, AASA, CML, or CEL per mol of
lysine.

Mitochondrial complexes (I, II, IIT and IV),
AIF, SIRT1, PGC1, TFAM, Nrf2, MnSOD

The protein contents of liver mitochondrial respiratory
chain complexes (Complex I-Complex IV), AIF,
SIRT1, PGC1, TFAM, Nrf2, and MnSOD were
estimated using western blot analyses. Mitochondrial
protein concentration was measured using the Bradford
method (Bio-Rad Protein Assay 500-0006) and mito-
chondrial proteins were separated by one-dimensional
SDS-PAGE. The protease inhibitor mix (80-6501-23,
Amersham Biosciences) was added to the samples. The
samples were mixed with sample buffer (62.5 mM
Tris—=HCI pH 6.8, 2 % SDS, 10 % glycerol, 20 % 2-f-
mercaptoethanol and 0.02 % bromophenol blue) and
were heated for 5 min at 95 °C. Proteins (10 pg for
respiratory chain complexes, AIF and MnSOD; and
80 pg for SIRT1, PGC1, TFAM, Nrf2) were subjected
to electrophoresis on 10 % SDS-polyacrylamide mini-
gels. For immunodetection, proteins were transferred
using a Mini Trans-Blot Transfer Cell (Bio-Rad) in a
buffer containing 25 mM Tris, 192 mM Glycine and
20 % methanol, to polyvinylidene difluoride mem-
branes (Immobilon-P Millipore, Bedford, MA). The
membranes were immersed in blocking solution (0.2 %
I-Block Tropix AI300, 0.1 % Tween in PBS) for 1 h at
room temperature. After blocking, the membrane was
washed two times using 0.05 % TBS-T buffer. After-
wards, the membrane was incubated in primary solution
using specific antibodies for the 39 kDa (NDUFA9) and
30 kDa (NDUFS3) subunit of complex I (1:1000 in both

cases), 70 kDa subunit (Flavoprotein) of complex II
(1:500), 48.5 kDa (CORE 2) and 29.6 kDa (Rieske
iron-sulfur protein) subunits of complex III (1:1000 in
both cases), and COXI subunit of complex IV with
apparent molecular weight of 57 kDa (1:1000) (ref.
A21344, A21343, Al11142, Al11143, A21346 and
A6403, respectively; Molecular Probes), anti-AIF
(1:1000, ref. A7549, Sigma), anti-SIRT1 (1:500, ref.
Ab28170, Abcam), anti-PGC1 (1:100, ref.101707,
Cayman), anti-TFAM (1:500, ref.3885-100, Biovision),
anti-Nrf2 (1:200, ref. SC722, Santa Cruz Biotechnol-
ogy) and anti-MnSOD (1:2000, ref. Ab16956, Abcam).
An antibody to porin (1:15000, ref. A31855, Molecular
Probes) and to actin (1:10000, ref. A5441, Sigma) was
also used in order to determine the proportion of protein
levels referred to total mitochondrial mass or total mass,
respectively. The primary antibody was incubated 1 h at
room temperature, except in the case of SIRT1, PGCl1,
TFAM and Nrf2 which were incubated 16 h at 4 °C.
The membrane was washed three times in 0.05 % TBS-
T buffer and was incubated 1 h at room temperature
with the appropriate secondary antibodies: ECL Anti-
mouse IgG, horseradish peroxidase linked whole anti-
body (1:5000; ref. NA93IV, GE Healthcare), and
ImmunoPure Goat Anti-Rabbit IgG, (H + L), peroxi-
dase conjugated (1:10000; ref. 31460, Pierce Biotech-
nology). After five washes with 0.05 % TBS-T buffer,
bands were visualized by using an enhanced chemilu-
minescence HRP substrate (Millipore, MA, USA).
Signal quantification and recording was performed with
a ChemiDoc equipment (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Barcelona, Spain).

Genomic DNA methylation

Genomic DNA was isolated with the GenElute
Mammalian Genomic DNA miniprep Kit (GIN70
Sigma). The degree of methylation of this genomic
DNA was quantified with a Methylamp Global DNA
Methylation Quantification Kit (P-1014 Epigentek). In
this assay, the methylated fraction of DNA (expressed
as percentage of the total genomic DNA) is recognized
by a 5-methylcytosine antibody and quantified through
an ELISA-like reaction.

Statistics

Values were expressed as means =+ standard error of
the mean (SEM). Comparisons between groups were
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analyzed by ANOVA followed by DMS tests for
paired groups. The minimum level of statistical
significance was set at P < 0.05 in all the analyses.

Results

Methionine restriction did not change the total body
weight and the fresh weight of the main vital organs
(heart, brain, liver, kidney, spleen, and visceral
adipose tissue) in Old-MetR compared to Old controls
(results not shown).

Methionine restriction significantly decreased the
rate of ROS production of liver mitochondria with
glutamate/malate as substrates (in Old-MetR rats
compared to Old controls; Fig. 1A). The Old-MetR
values were also significantly lower than in Young
controls (Fig. 1A). In the presence of glutamate/
malate + rotenone, however, no significant differ-
ences were present among the three groups of animals
(Table 1). No significant differences in ROS produc-
tion between groups were observed either with
succinate, succinate + rotenone, or succinate + rote-
none + antimycin A (Table 1).

Table 2 shows the rates of oxygen consumption of
rat liver mitochondria with different combinations of
substrates and inhibitors. High values were observed
for the respiratory control index (RCI), around 4 with
succinate plus rotenone and around 8 with glutamate/
malate. Old controls showed lower state 4 oxygen
consumption than Young control animals both with
glutamate/malate and with succinate + rotenone as
substrates. Old-MetR rats also showed lower values
than Young controls with succinate + rotenone in
state 4. The rest of the comparisons did not show
significant differences in oxygen consumption.

Similarly to what was observed for mitROS produc-
tion, the percent free radical leak (FRL) of rat liver
mitochondria was significantly lower in Old-MetR rats
than in both Old and Young controls with glutamate/
malate (Fig. 1B) whereas it did not change with
succinate + rotenone (results not shown). Methionine
restriction also significantly decreased the steady-state
level of oxidative damage of liver mtDNA (8-0x0dG) in
Old-MetR animals below that of Old controls (Fig. 2).

Old controls showed significantly higher levels of
protein oxidation (GSA and AASA), glycoxidation
(CEL and CML) and lipoxidation (CML) than Young
controls (Fig. 3, a*). All these four different markers
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Fig. 1 Rates of ROS production (A) and Free Radical Leak
(B) of liver mitochondria from Young control, Old control and
Old MetR rats with glutamate/malate as substrates. Values are
means = SEM from 7 to 8 different animals. b* Significant
difference between Old control and Old-MetR, c¢* significant
difference between Young control and Old-MetR, *P < 0.05;
##P < 0.01

of protein modification were significantly lower in
Old-MetR than in Old Controls (Fig. 3, b*). CEL was
higher in Old-MetR than in Young controls (Fig. 3,
c*), whereas GSA, AASA and CML did not show
differences between these two groups.

The amounts of the respiratory protein complex I
(measured both as the 39 and 30 kDa subunits),
complex II (70 kDa) and complex III (48.5 and
29.6 kDa subunits) as well as the AIF did not show
significant differences among the three experimental
groups (Table 3). Only complex IV of Old-MetR
animals showed higher levels than those of Young
controls (Table 3).
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Table 1 Rates of reactive oxygen species (ROS) production of liver mitochondria from Young control, Old control and Old MetR

rats under different assay conditions

Young Old Old-MetR
Glutamate/malate 4 rotenone 0.57 + 0.06 0.44 £ 0.05 0.36 &+ 0.08
Succinate 0.68 + 0.11 0.45 £ 0.10 0.45 + 0.08
Succinate + rotenone 0.25 £ 0.03 0.24 £ 0.03 0.24 £+ 0.02
Succinate + rotenone + AA 1.01 £ 0.18 0.97 £ 0.16 0.87 £+ 0.09

Values are means == SEM (nmoles of H,O,/min mg protein) from 7 to 8 different animals

AA Antimycin A

Table 2 Rates of oxygen consumption and respiratory control index of liver mitochondria from Young control, Old control and Old

MetR rats
Young Old Old-MetR

Glutamate/malate (State 4) 133 £ 1.1 10.9 + 0.8*" 10.8 = 1.2
Glutamate/malate (State 3) 96.2 + 3.7 88.8 £3.5 89.0 £33
Glutamate/malate (RCI) 7.5 £ 0.6 84 + 0.5 8.7+ 0.7
Succinate + rotenone (State 4) 344 4+ 23 272 + 1.7% 27.8 + 2.5
Succinate + rotenone (State3) 1245 + 7.7 109.8 + 7.3 1172 £ 3.5
Succinate + rotenone (RCI) 3.8+ 0.1 41+03 44+ 04

Values are means &= SEM (nmoles of O,/min mg protein) from 8 different animals. State 4 oxygen consumption in the absence of
ADP. State 3 oxygen consumption in the presence of 500 uM ADP. RCI Respiratory control index. a* Significant difference between
Young and Old control rats, c* significant difference between Young control and Old-MetR, * P < 0.05
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Fig. 2 Oxidative damage to mtDNA in liver mitochondria from
Young control, Old control and Old MetR rats. Values are
means = SEM from 6 to 7 different animals. b* Significant
difference between Old control and Old-MetR, *P < 0.05

Representative immunoblots of the mitochondrial
biogenesis and antioxidant factors measured are
shown in Fig. 4. SIRT1 was higher in Old controls
than in Young controls, and lower in Old-MetR than in
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Fig. 3 Protein oxidation, glycoxidation and lipoxidation indi-
cators in liver mitochondria from Young control, Old control
and Old MetR rats. Values are means == SEM from 8 different
animals and are expressed as percentage of those in the controls
for each protein modification marker. Control values:
3,637.91 &£ 325.25 (glutamic semialdehyde, GSA); 108.03 +
7.52 (AASA, aminoadipic semialdehyde, AASA); 225.35 £+
16.26 (carboxyethyl-lysine, CEL); 949.07 4+ 54.37 (carboxy-
methyl-lysine, CML). Units: pmol/mol lysine. a* Significant
difference between Young and Old control rats, b* significant
difference between Old control and Old-MetR, c* significant
difference between Young control and Old-MetR, *P < 0.05,
**P < 0.01, ***P < 0.001
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Table 3 Amounts of respiratory complexes and AIF in liver mitochondria from Young control, Old control and Old MetR rats

Young Old Old-MetR
Complex I (39 kDa subunit, NDUFA9) 100 £ 2.35 95.1 £ 541 97.8 £ 16.7
Complex I (30 kDa subunit, NDUFS3) 100 + 0.11 99.7 £+ 0.18 100.1 + 0.30
Complex II (70 kDa subunit, Flavoprotein) 100 £ 6.23 138.9 + 16.85 140.7 £ 14.10
Complex IIT (48.5 kDa, CORE 1II) 100 + 8.58 95.6 + 2.85 110.7 £+ 2.40
Complex IIT (29.6 kDa subunit, Rieske iron-sulfur protein) 100 £ 10.83 132.2 £+ 12.86 102.0 £ 13.50
Complex IV (57 kDa subunit, COXI) 100 £+ 13.22 1439 £ 21.11 164.3 + 4.80°
AIF (Apoptosis-inducing factor) 100 &+ 9.55 91.29 £ 8.77 107.7 £ 8.50

Values are means == SEM from 7 to 8 different animals. Units: ratio of complex I, I, IIT or IV and AIF/porin in arbitrary units.
c* Significant difference between Young control and Old-MetR rats, * P < 0.05

Young Old Old-MetR
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Fig. 4 Representative immunoblots showing relative levels of
the mitochondrial biogenesis and antioxidant factors PGCI,
TFAM, Nrf2 and MnSOD, as well as SIRT1, and actin and porin
(used for reference) in liver from Young control, Old control and
Old MetR rats

Old controls (Table 4). TFAM was significantly
lower in Old-MetR than in Old controls. PGCI,
Nrf2, MnSOD and genomic DNA methylation did
not show significant differences between groups
(Table 4).

Discussion

In this investigation it is shown for the first time that
old rats maintain the capacity to lower the rate of
mitochondrial ROS production and percent free rad-
ical leak at complex I as well as the oxidative damage
to mitochondrial DNA and proteins in the liver in
response to a short period of isocaloric 40 % methi-
onine restriction in the diet, similarly to what occurs
during 40 % caloric restriction (Gredilla and Barja
2005), and during 40 % MetR in various tissues
(including liver) of young immature animals (Caro
et al. 2008, 2009a).

It has been described that among components of the
mitochondrial respiratory chain, complex III and
complex I (Barja and Herrero 1998; Treberg et al.
2011) produce ROS, but the decrease in mitROS
production induced by DR has been localized at
complex I (Barja 2004b; Gredilla et al. 2001). The
decrease in the basal rate of mitROS production
induced by 7 weeks of MetR in old rats in the present

Table 4 Mitochondrial biogenesis and antioxidant factors, SIRT1, and genomic DNA methylation, in liver from Young control, Old

control and Old MetR rats

Young Old Old-MetR
SIRTI 100 + 8.29 128.57 + 8.29* 80.00 + 7.14°"
PGC1 100 + 0.09 100.07 + 0.04 100.05 + 0.07
TFAM 100 + 5.07 109.26 + 7.99 83.45 + 4.89""
Nrf2 100 + 34.54 111.29 + 12.33 89.84 + 20.63
MnSOD 100 + 19.23 14831 + 16.37 117.07 + 12.59
% DNA methylation 0.74 + 0.008 0.60 + 0.086 0.70 £ 0.113

Values are means += SEM from 4 to 8 different animals. Units: ratio protein content/actin except for MnSOD (protein content/porin)
and DNA methylation (methylated genomic DNA as percentage of total genomic DNA). a* Significant difference between Young

and Old control rats, b* significant difference between Old control and Old-MetR, * P < 0.05, ** P < 0.01
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investigation took place also at complex I because it
was observed with glutamate/malate but not with
succinate + rotenone as substrates. Electrons flow
through complex I in the first but not during the second
of these conditions. Thus the notion that the lowering
of complex I ROS generation during DR is due to
decreased ingestion of methionine and not to other
dietary components or to the calories themselves
(Caro et al. 2009b; Lopez-Torres and Barja 2008) is
reinforced by the present data and it is extended to
aged animals. Such decrease, in agreement with other
lines of evidence (Pérez-Campo et al. 1998; Barja
2004a, b), does not seem to be secondary to an increase
in enzymatic superoxide radical scavenging since the
mitochondrial form of superoxide dismutase
(MnSOD) was not changed by the MetR treatment,
although since what we measured was the amount of
MnSOD protein, changes in SOD activity can not be
totally ruled out. The decrease in mitROS generation
was not a by-product of variations in oxygen con-
sumption either, since this parameter did not change in
MetR with glutamate/malate as substrate in State
4 (the condition in which mitROS production
decreased). On the other hand, the decreases in
mitochondrial oxygen consumption in old animals
compared to young ones do not imply a lowered
bioenergetic capacity during aging since they were
observed only in state 4 but not in the ATP producing
state 3. Another possible mechanism to lower complex
IROS generation is a simple decrease in amount of the
complex I protein, as it has been described in the long-
lived pigeon compared to the much more short-lived
rat species (St-Pierre et al. 2002). But this does not
seem to be the case in the present model either,
because no changes in the amounts of complex I, II
and III were observed in MetR. The absence of
changes in AIF in MetR also agrees with the lack of
changes in the amount of complex I because AIF, in
addition to apoptotic functions, is also required for
mitochondrial oxidative phosphorylation and has a
specific role in the biogenesis and maintenance of
complex I (Vahsen et al. 2004; Porter and Urbano
2006). Only the increase in the amount of complex IV
detected in the present investigation in Old MetR
animals could indirectly contribute to lower mitROS
generation. The higher availability of complex IV
could in principle facilitate the rate of electron
transport and therefore would tend to decrease the
accumulation of electrons upwards in the respiratory

chain, lowering the degree of electronic reduction of
complex I and thus its tendency to generate ROS.
However, against this possibility are the following facts:
(a) complex IV is usually in large excess and therefore is
usually not limiting for the rate of electron flow; (b) the
rate of oxygen consumption in state 4 was not increased
in Old MetR rats; (c) the increase in complex IV was
significant only when compared to Young but not to Old
control animals. On the other hand, the lack of changes
in maximum mitROS production (which was measured
with glutamate/malate + rotenone and with succi-
nate + rotenone + AA for complexes I and III respec-
tively) also agrees with the idea that the lowering of
mitROS generation in MetR is not secondary to changes
in the amounts of the mitochondrial ROS generators.
Instead, what was decreased by MetR was the FRL, the
percentage of total electron flow in the respiratory chain
directed to ROS production. Thus, the liver mitochon-
dria from Old MetR animals are more efficient than
those of Old controls in avoiding ROS generation. They
leak less radicals per unit of electron flow in the
respiratory chain, similarly to what has been found in
long-lived compared to short-lived animals (Barja
2004a, b). This increased efficiency in avoiding free
radical leak was localized at complex I since the
decrease in FRL in MetR was observed with glutamate/
malate as substrates but not with succinate + rotenone.

In agreement with the decrease in mitROS gener-
ation, the mtDNA of Old MetR animals showed a
significantly lower level of steady-state oxidative
damage (measured as 8-oxodG) than that of Old
controls. And the mtDNA 8-0x0dG level, like mitROS
production, did not show significant differences
between Young and Old control animals. Previous
results have shown the same kind of results in DR
(Gredilla et al. 2001; Lopez-Torres et al. 2002), and in
MetR models (Caro et al. 2008) in young animals. This
close correspondence between variations or lack of
changes between these two parameters suggests that
the decrease in 8-0xodG in the mtDNA of Old MetR
animals is due, at least impart, to their lowered
mitROS production, whereas the mtDNA oxidative
damage did not change as a function of age because
there were no changes in mitROS generation between
Young and OId controls either.

In our study, the lowering of oxidative damage was
not limited to mtDNA since it took place also in liver
mitochondrial proteins. All the four protein modifica-
tion markers measured showed MetR-induced
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decreases in Old animals, similarly to what has been
observed in various rat organs during DR, and during
MetR in young animals (Lopez-Torres and Barja
2008). Thus, protein oxidation, lipoxidation and gly-
coxidation were lower in Old MetR than in Old control
animals, similarly to what has been found in liver
tissue, and in kidney and brain mitochondria of young
immature animals subjected to MetR (Caro et al. 2008,
2009a). On the other hand, in the present investigation
Old controls showed higher levels of all the protein
modification markers (GSA, AASA, CEL, AND
CML) than the Young controls. Therefore, MetR was
able to partially (CEL) or totally (GSA, AASA and
CML) reverse the aging-related increases in protein
modification. The lowering of aging-related increases
in protein damage is one of the most prominent
beneficial effects of MetR among those found in the
present investigation. While the decrease in mitROS
generation in MetR could contribute to those reversals
in protein damage it is not necessarily the only factor
controlling protein oxidative modification since Old
controls had a higher level of the four protein markers
than Young controls whereas their rates of mitROS
production were similar. Another factor that could be
involved is an increased catabolism of modified
proteins in Old MetR animals. Aging is known to
increase protein oxidation in association with a
functional decline of proteasome activity (Kastle and
Grune 2011) whereas decreases in protein oxidation
and increases in the catabolism of modified proteins
have been described in DR (Dhabi et al. 2001).
Although not specifically measured in the present
study, the decreases in mitochondrial ROS production
and oxidative damage to mtDNA and mitochondrial
proteins induced by MetR likely lead to beneficial
effects on health and functionality of the animals. This
relates to many previously published studies. Thus, it
has been shown that MetR decreases visceral fat mass,
improves glucose tolerance, strongly decreases
plasma insulin and IGF-1 and lowers blood cholesterol
and triglycerides in rats, independently of calorie
restriction (Malloy et al. 2006). Diets low in methi-
onine decrease the risk of obesity (Newby et al. 2005)
and diabetes (Vang et al. 2008) in humans, and MetR
enhances metabolic flexibility and increases uncou-
pling respiration (Hasek et al. 2010). In addition, a
recent study showed that expressing the yeast Ndil
complex I analogue in Drosophila decreased mito-
chondrial ROS production and specific protein
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oxidation markers and increased mean and maximum
lifespan of the animals (Sanz et al. 2010). Most
importantly, it has been repeatedly found that MetR
increases mean and maximum longevity in both rats
and mice (Richie et al. 1994; Miller et al. 2005; Sun
et al. 2009). Maximum longevity integrates all the
different functional age-related changes and its
increase is an excellent indicator of decreases in aging
rate. Increases in maximum longevity only occur when
the many different age-related decreases in molecular,
tissue and organism functionalities and the incidence
of age-related diseases are coordinately minimized or
delayed.

What are the signalling mechanisms possibly
involved in the beneficial changes induced by MetR
detected in this investigation? Many signalling path-
ways have been linked to the aging process not only in
invertebrate model animals but also in mammals
(Taguchi and White 2008; Mair and Dillin 2008), and
many microarray studies have shown that DR (which
necessarily includes MetR) modifies the expression of
many different genes (Park and Prolla 2005). On the
other hand, partly separated although finally conver-
gent pathways are being delineated for the actions of
DR (the insulin/IRS pathway) on the one hand, and of
diet-derived amino-acids on the other (the amino acid
response pathway) (Mair and Dillin 2008; Taguchi and
White 2008; Liu and Qian 2011). This last pathway
could be specifically implicated in the mechanism of
action of MetR. On the other hand, sirtuins have been
implicated in the control of life span during DR,
although this concept is currently under debate (Baur
et al. 2010). Other possible mechanisms involved in
the beneficial effect of DR on aging are an induction of
mitochondrial biogenesis (Nisoli et al. 2005; Lopez-
Lluch et al. 2006; Hock and Kralli 2009), or decreased
methylation of DNA which can change gene expres-
sion (Robert et al. 2010; Passarino et al. 2010;
Madrigano et al. 2012). Dietary methionine is essen-
tial for the synthesis of S-adenosymethionine that
provides methyl groups required for DNA methyla-
tion. Increases in transmethylation of methionine and
S-adenosylmethionine/S-adenosylhomocysteine ratio
in the liver of protein restricted rats (Kalhan et al.
2011) and increases in S-adenosylmethionine in the
heart of dietary methionine-supplemented rats
(Goémez et al. 2009) have been recently observed.
Therefore, this last result indicates that a lower level of
DNA methylation could be expected in MetR.
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In order to look generally at those different
signalling mechanisms, in this investigation we have
measured some proteins that could be involved in
those pathways. Among them, only an increase in the
amount of SIRT1 with age, and decreases in SIRT1
and TFAM with MetR were detected, whereas PGC1,
Nrf2, MnSOD and percent DNA methylation did not
change in either situation. Among sirtuins, SIRT1 is
the better one characterized in mammals. SIRTI
seems to be induced by DR and it has been proposed
that this decreases mitROS generation through the
increased expression of antioxidant-related genes
induced by the forkhead/FOXO family of transcription
factors (Hajnoczky and Hoek 2007). But our results
suggest that MetR does not decrease mitROS gener-
ation and oxidative stress through this pathway in our
model because a decrease (instead of an increase) in
SIRT1 back to young levels was observed, and
MnSOD was not changed. Perhaps the mechanisms
of action of short-term MetR, which are only a fraction
of those of DR, do not involve SIRT1 induction at least
in old rat liver. The decrease in TFAM and the lack of
changes in its upstream factor PGC1 do not suggest
that increased mitochondrial biogenesis is involved in
the lowering of oxidative stress by MetR in our model
either. The lack of changes in most of the multiprotein
complexes of the respiratory chain observed in our
study also point in the same direction. We have
previously observed an increase in the amount of
PGCla in the brain of young rats with the same MetR
protocol used in the present investigation (Naudi et al.
2007). Therefore, the effects of MetR on mitochon-
drial biogenesis could be tissue- or age-specific.
Concerning Nrf2, it is currently referred as a “master
regulator” of the antioxidant response. It up-regulates
a battery of about 100 antioxidant response element-
driven genes including the familiar antioxidant
enzymes as well as many others related to immunity
and inflammation (Kensler et al. 2007; Hayes et al.
2010). Nrf2 induces the expression of a number of
genes involved in protecting cells against free radicals,
electrophiles, and oxidative stress, including those
coding for superoxide dismutases. The lack of changes
in Nrf2 and MnSOD in the present study, however,
suggests that the decrease in mitROS generation
induced by MetR is not antioxidant-dependent, which
would be consistent with a large body of previous
evidence concerning DR as well as comparisons
among animal species widely differing in longevity

(Pérez-Campo et al. 1998; Sohal et al. 1994; Barja
2004a). However, like in the case of MnSOD, since
what we measured was the amount of the Nrf2 protein,
the possibility that Nrf2 could be activated through
nuclear translocation can not be discarded. Concern-
ing DNA methylation, we have previously found that
the same protocol of MetR used here led to a small but
statistically significant decrease in global DNA meth-
ylation in the liver of young immature rats (Sanchez-
Roman et al. 2011), whereas in the present study
performed in old rats the decrease in this parameter did
not reach statistical significance. Since the difference
between both studies was the age of the animals, this
could mean that the capacity of MetR to decrease
global DNA methylation is lost during aging in rat
liver.

In summary, the results of the present investigation
demonstrate for the first time that old rats maintain the
capacity to respond to methionine restriction with
decreases in mitROS production and oxidative dam-
age to mtDNA and mitochondrial proteins. Impor-
tantly, these beneficial changes, which are well
described in DR rats, can be obtained after subjection
of old animals to only 7 weeks of methionine restric-
tion in the diet without any decrease in the ingestion of
calories. Further studies are needed to delineate what
are the exact molecular mechanisms by which MetR, a
hardly stressful and quick intervention, exerts these
benefits in aged individuals.
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Comparative studies indicate that long-lived mammals have low rates of mitochondrial reactive oxygen species
production (mtROSp) and oxidative damage in their mitochondrial DNA (mtDNA). Dietary restriction (DR),
around 40%, extends the mean and maximum life span of a wide range of species and lowers mtROSp and oxi-
dative damage to mtDNA, which supports the mitochondrial free radical theory of aging (MFRTA). Regarding
the dietary factor responsible for the life extension effect of DR, neither carbohydrate nor lipid restriction
seems to modify maximum longevity. However protein restriction (PR) and methionine restriction (at least
80% MetR) increase maximum lifespan in rats and mice. Interestingly, only 7 weeks of 40% PR (at least in
liver) or 40% MetR (in all the studied organs, heart, brain, liver or kidney) is enough to decrease mtROSp and
oxidative damage to mtDNA in rats, whereas neither carbohydrate nor lipid restriction changes these parame-
ters. In addition, old rats also conserve the capacity to respond to 7 weeks of 40% MetR with these beneficial
changes. Most importantly, 40% MetR, differing from what happens during both 40% DR and 80% MetR, does
not decrease growth rate and body size of rats. All the available studies suggest that the decrease in methionine
ingestion that occurs during DR is responsible for part of the aging-delaying effect of this intervention likely
through the decrease of mtROSp and ensuing DNA damage that it exerts. We conclude that lowering mtROS gen-
eration is a conserved mechanism, shared by long-lived species and dietary, protein, and methionine restricted
animals, that decreases damage to macromolecules situated near the complex I mtROS generator, especially
mtDNA. This would decrease the accumulation rate of somatic mutations in mtDNA and maybe finally also in nu-

clear DNA.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

What are the mechanisms regulating the rate of aging? Although
perhaps multi-causal, the main causal factors determining the rate
of aging are expected to be relatively few (Barja, 2008) and highly
conserved across closely related species like different mammals. Nu-
merous theories of aging have been proposed (Medvedev, 1990).
However, any appropriate theory should be able to explain the four
main characteristics of aging (Strehler, 1962): it is progressive, en-
dogenous, irreversible, and deleterious (for the individual). Denham
Harman first proposed in 1956 that free radicals, and especially those
of mitochondrial origin (Harman, 1956; Harman, 1972; Miquel et al.,

Abbreviations: 8-0xodG, 8-oxo-7,8-dihydro-2’deoxyguanosine; BER, base excision
repair; DR, dietary restriction; %FRL, percentage free radical leak; IGF, insulin-like growth
factor; IIS, insulin/insulin-like growth factor signaling; MetR, methionine restriction;
mtDNA, mitochondrial DNA; MFRTA, mitochondrial free radical theory of aging; mtVO,, mi-
tochondrial oxygen consumption; mtROSp, mitochondrial ROS production; nDNA, nuclear
DNA,; PR, protein restriction; SAH, S-adenosylhomocysteine; SAM, S-adenosylmethyonine.

* Corresponding author at: Departamento de Fisiologia Animal II, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, Universidad Complutense, ¢/ Jose Antonio Novais 2, Madrid
28040, Spain. Tel.: +34 91 3944919; fax: +34 91 3944935.

E-mail address: gbarja@bio.ucm.es (G. Barja).

0531-5565/% - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.exger.2013.02.021

1980), are among the main causes of aging. The Mitochondrial Free
Radical Theory of Aging (MFRTA) is supported by different kinds of ex-
perimental and comparative studies (Barja, 2004a,b; Barja et al., 1994a;
Pamplona and Barja, 2011; Pérez-Campo et al, 1998; Sohal and
Weindruch, 1996). This review summarizes the available evidence
concerning the MFRTA focusing in dietary models that increase maxi-
mum longevity (dietary, protein and methionine restriction), compar-
ative studies and the underlying mechanisms involved.

2. Mitochondrial free radical theory of aging

In the absence of pathology, mitochondria are an important cellu-
lar source of reactive oxygen species (ROS) that can oxidatively damage
many different kinds of cellular macromolecules including lipids, pro-
teins and, especially in the case of aging, mitochondrial DNA (mtDNA)
(Barja et al., 1994a). MFRTA fits well with the four Strehler's rules of
aging: mitochondrial ROS production (mtROSp) comes from endoge-
nous sources (the mitochondrial respiratory chain), progressively and
continuously occurs throughout life, and it is finally detrimental (for
the individual) in an irreversible way due to the capacity of ROS to
give rise to established somatic mutations in mtDNA (Barja, 2004a,b;
Barja and Herrero, 2000; Barja et al., 1994a,b; Ku et al., 1993; Sohal
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et al.,, 1990), and maybe finally also in nuclear DNA (nDNA) (Caro et al.,
2010). Therefore, mtROSp seems to be one of the main factors that ge-
netically determine the aging rate and the species-specific maximum
life span potential (from here on called “longevity”).

It is now well known that mtROS generation occurs not only at
complex III (Boveris and Cadenas, 1975; Boveris et al., 1976) but
also at complex I (Barja and Herrero, 1998; Genova et al., 2001;
Herrero and Barja, 1997; Kudin et al., 2004; Kushnareva et al., 2002;
Lambert and Brand, 2004). The main electron transport components
that can be responsible for complex I ROS generation are the follow-
ing: those located in the hydrophilic complex I domain facing the mi-
tochondrial matrix, the flavin, and some of the FeS clusters (Genova
et al., 2001; Herrero and Barja, 2000), or that situated in the inner
membrane arm of complex I, the ubiquinone (Herrero and Barja,
2000; Lambert and Brand, 2004; Murphy, 2009; Treberg et al.,
2011). In contrast, complex Il would produce ROS directed only to
the cytosolic side of the inner membrane, although recent studies
suggest that part of the production could also occur towards the ma-
trix (Brand, 2010). Oxygen derived radicals can damage all kinds of
macromolecules, but mtDNA is especially important in the case of
aging because the final result can be the irreversible loss or alteration
of all the copies of relevant DNA-coded information of a cell, which
are needed for its survival or proper functioning (Marnett and
Plastaras, 2001). Determinant mechanisms of the steady-state level
of oxidative mtDNA damage include its location, very close to or
even in contact with the site/s of mtROS production at the inner mi-
tochondrial membrane (Barja, 2004b; Barja et al., 1994a).

Comparative studies have shown that long-lived species have low
rates of mtROSp and oxidative damage (Barja, 2004a,b; Barja and
Herrero, 1998; Barja et al., 1994a,b; Herrero and Barja, 1997, 1998;
Lambert et al., 2007; Sohal et al., 1994). Long-lived species produce
lower amounts of ROS at their tissue mitochondria than short-lived
ones, and this difference seems to occur at complex I, not at complex
III. This is due in various cases to the possession of a lower percent
leakage of total electron flow in the respiratory chain (%free radical
leak: %FRL; Barja, 2004a). The frequently low %FRL of the mitochon-
dria from animals with longevities higher than expected for their
body size and metabolic rate means that these animals usually have
mitochondria more efficient in avoiding ROS generation. In addition,
they can also have (as in pigeons) a lower amount of complex I pro-
tein (Lambert et al., 2010; Pamplona et al., 2005; St-Pierre et al.,
2002), and then less mtROSp. In summary, available scientific data
supports a negative correlation between mtROS production and lon-
gevity in vertebrates.

In agreement with their low rates of mtROS generation, long-lived
mammals have lower steady-state levels of oxidative damage (estimat-
ed by measuring 8-0x0-7,8-dihydro-2’'deoxyguanosine: 8-oxodG by
HPLC-EC) in their mtDNA (Barja, 2004a,b; Barja and Herrero, 2000). It
is interesting to note that long-lived animals do not possess higher levels
of molecules protecting from free radicals. Contrarily to this, long-lived
animals have lower tissue levels of endogenous antioxidants (reviewed
in Pérez-Campo et al, 1998; see also Table 1 in Pamplona and
Constantini, 2011) as well as lower repair activities of endogenous
DNA damage (base excision repair — BER pathway; Page and Stuart,
2011) and of protein repair through the 20S/26S proteasome (Portero-
Otin et al., 2004; Salway et al., 2011) than short-lived ones. The low or
very low antioxidant levels of long-lived animals, up to 15 lower in
humans than in hamsters in the case of liver GSH-peroxidase (see
Fig. 3 in Pérez-Campo et al.,, 1998), was a seminal observation that led
us to propose that long-lived animals should have low rates of mtROSp
and that this was the relevant trait for aging, not the antioxidant levels
(Barja et al,, 1994a; Ku et al., 1993; Lambert et al., 2007; Lépez-Torres
etal,, 1993a; Pérez-Campo et al.,, 1994, 1998). Besides, many experimen-
tal studies have shown that increasing antioxidant enzymes like SOD,
catalase or GSH-peroxidases in transgenic mice or in the diet does not
increase animal longevity (Barja, 2004a; Muller et al., 2007; Sanz et al.,

Table 1
Summary of methionine restriction (MetR) longevity experiments in mice and rats.
Manipulation Species Number of Change in Reference
animals® (maximum)
longevity
80% MetR® Fisher 30 112% Orentreich
344 rat etal
(1993)
80% MetR® Fisher 16 1 44% Richie et al.
344 rat (1994)
65% MetR® Mice 40 110% Miller et al.
(CB6F1) (2005)
65% MetR® at middle Mice 51 15.5% Sun et al.
age (12 months) (CB6F1) (2009)

1: increase; CB6F1 = (BALB/cJ x C57BL/6)F1.
2 Number of different animals per dietary group in each life-long experiment.
b Control diet: 0.86% methionine; MetR diet: 0.17% methionine.
¢ Control diet: 0.43% methionine; MetR diet: 0.15% methionine.

2006a) except in Caenorhabditis elegans (Melov et al., 2000) but only
under specific conditions (Keaney and Gems, 2003). If there is a low
rate of mtROS induced damage in long-lived species, there is also a
smaller need for endogenous antioxidants, or for protein and DNA repair
systems, which could be transitorily induced when needed to come back
again to low levels when the episodic increase in oxidative stress has
been overcome (Lee et al., 1996; Lopez-Torres et al., 1993b). In this
way cells save much energy which otherwise would be invested in the
protein synthesis needed to continuously maintain high levels of antiox-
idants and DNA repair enzymes when they are not needed. Instead,
long-lived species decrease mtROSp which is simpler, more efficient,
and much less energetically expensive than continuously maintaining
high levels of endogenous antioxidants and repair systems. On the
other hand, long-lived mammals also have a low degree of fatty acid
unsaturation in their cellular membranes which protects them against
the deleterious process of lipid peroxidation (Naudi et al, 2011;
Pamplona et al,, 1996, 2002a; Pamplona and Barja, 2007).

The studies summarized below (Sections 3 and 4) show that die-
tary restriction (DR), protein restriction (PR) and methionine restric-
tion (MetR) increase longevity and decrease mtROS generation and
oxidative damage to mtDNA in rodents. Those studies connect lon-
gevity and experimental studies with the MFRTA. They offer a plausi-
ble mechanism by which both long-lived animal species and DR, PR or
MetR animals can slow down the rate of aging: by decreasing
mtROSp. This in turn lowers mtDNA oxidative damage and then the
long-term accumulation of (irreversible) somatic mutations in
mtDNA (Barja, 2004a) including point mutations, as well as deletions,
and therefore generating also less mtDNA fragments. These mtDNA
fragments show higher levels of 8-oxodG adducts than wild type
mtDNA (Suter and Richter, 1999), and are released from mouse
liver mitochondria upon opening of the mitochondrial permeability
transition pore (Patrushev et al., 2004). Interestingly, these fragments
are present also in nDNA, and a recent study has found that the
mtDNA fragments present in nDNA increase with age in both rat
liver and brain (Caro et al.,, 2010). Such insertions have the potential
to alter the nDNA sequences. According to the “mtDNA fragments in-
sertion inside nDNA” mechanism (Barja, 2010; Caro et al., 2010) the
mitochondria would continue to be the source of the aging problem
in the MFRTA but the main target would be the nucleus.

In addition to the dietary studies, it has been shown that genetic
manipulations also might modulate ageing. Among others, specific
mutations in the insulin/insulin-like growth factor (IGF) signalling
(IIS) pathway and the target of rapamycin (TOR) pathway extend
longevity in a wide range of organisms (Harrison et al., 2009; Mair
and Dillin, 2008; Selman et al., 2008; Taguchi and White, 2008).
These upstream nutrient signalling pathways might converge and mod-
ulate transcription factors. These changes could affect nuclear responses
related to mitochondrial functions, as mitochondrial biogenesis or

Please cite this article as: Sanchez-Roman, ., Barja, G., Regulation of longevity and oxidative stress by nutritional interventions: Role of methio-
nine restriction, Exp. Gerontol. (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.exger.2013.02.021



http://dx.doi.org/10.1016/j.exger.2013.02.021

L. Sanchez-Roman, G. Barja / Experimental Gerontology xxx (2013) xXx-Xxx 3

regulation of ROS production (Csiszar et al., 2008; Page et al., 2010; Sanz
etal., 2002). However, little is known about these processes and it is nec-
essarily more work to elucidate the underlying mechanisms.

3. The dietary restriction life-extension effect
3.1. Longevity studies

Dietary restriction (DR; McCay et al.,, 1935) continues to be the most
robust metabolic intervention capable of extending longevity and im-
proving healthspan in diverse organisms including yeast, rotifers, spi-
ders, nematodes, fish, laboratory rodents, and perhaps too in rhesus
monkeys and humans (Mair and Dillin, 2008). The life-extension effect
of DR in rodents can reach up to 50% (Yu et al,, 1982) and it is observed
not only when initiated at a young age, but also when started at middle
age (Dhahbi et al., 2004; Yu et al., 1985). Besides, DR also mitigates the
incidence, time of onset and progression of many age-related patholo-
gies including cardiomyopathy, nephropathy, type-II diabetes, muscle
atrophy, hypertension-related diseases, autoimmune diseases and sev-
eral neurodegenerative disorders like Parkinson's or Alzheimer's dis-
ease in rodents (Jang et al., 2012; Martin et al., 2006; Mattson et al.,
2002; Weindruch, 2003). Recently, it has been reported that DR also
ameliorates detrimental age-related changes in specific metabolic prod-
ucts of lipid and fatty acid metabolism and bile acid biosynthesis in mice
(De Guzman et al., 2012).

In rhesus monkeys it was observed that 30% DR strongly decreases
age-related mortality (from 37% to 13%), neoplasias (by 50%), cardio-
vascular diseases (by 50%), diabetes (no incidence at all in the DR
group), and age-associated brain atrophy (Wisconsin study, Colman
et al,, 2009). In aged monkeys, DR also improves glucose regulation,
ameliorates task learning and performance (Willette et al., 2012)
and preserves total muscle mass (McKiernan et al., 2012). However,
a study describing lack of DR effects on the longevity of rhesus mon-
keys has been recently published (NIA study; Mattison et al., 2012).
The reason for the discrepancy between the two available studies
with primates is not known although the diets used in the Wisconsin
study were semipurified whereas those of the NIA study were not.
Using semipurified diets avoids the unexpected presence of undesired
substances at levels which could affect the final results obtained.
Maybe this methodological difference could justify at least part of the
discrepant results concerning the survival outcomes. There were also
other differences in dietary composition between both studies includ-
ing much lower sucrose, the presence of antioxidant flavonoids, or
higher vitamin and mineral supplementation in the NIA compared to
the Wisconsin study, as well as differences in the source of protein
and fat between both investigations. Although the NIA study did not
demonstrate lifespan extension, there were benefits concerning age-
related diseases (like in the Wisconsin study) in restricted animals
and it was concluded that diet composition rather than the calories
themselves strongly affect the life-prolonging effect of DR (Mattison
et al,, 2012). Therefore, taking into account all these considerations,
with the information available DR seems to be beneficial regarding
mortality and degenerative diseases also in upper primates, although
more studies are clearly needed to resolve which are the lifespan effects
of DR in primates and human beings.

DR also has benefits for human health (Fontana et al., 2010) similar
to those observed in rodents. This nutritional intervention in humans
during a mean of six years (3-15 years of 32% DR) protects against obe-
sity, insulin resistance, detrimental effects on heart function and
changes in blood pressure, ameliorates hypertension, inflammation
and atherosclerosis, and is associated with many of the hormonal
changes involved in the signaling of the anti-aging effects of DR in
rodents (Fontana et al,, 2010; Meyer et al., 2006). Other short-term
studies indicated that DR in humans lowers fasting insulin, core body
temperature and DNA damage (Heilbronn et al., 2006), lowers risk fac-
tors for atherosclerosis and diabetes (Holoszy and Fontana, 2007), and

decreases cardiovascular diseases and possibly cancers (Fontana and
Klein, 2007; Omodel and Fontana, 2011).

Other effects of DR in animals are: delays in sexual maturation, de-
creases in fertility and a lowered final body size together with a de-
pressed growth rate of young animals. These negative effects are in
part due to physiological changes induced by DR; among others: de-
creased fat mass and visceral adiposity, lowered body temperature
and decreased plasma glucose, growth hormone (GH), insulin,
IGF-1, thyroid stimulating hormone, and gonadotropins (Gems and
Partridge, 2001; Mobbs et al., 2001).

Despite a large number of investigations and many decades of sci-
entific work, the precise mechanism/s of longevity extension induced
by DR have not been clarified. Many hypotheses have been proposed
including those involving changes in the insulin/IGF-1 axis and the
mammalian target of rapamycin (mTOR) signalling pathway, which
affect longevity in a wide range of animals from nematodes to mam-
mals (Harrison et al., 2009; Mair and Dillin, 2008; Selman et al.,
2008). These upstream nutrient signaling pathways might converge
on common sets of longevity related genes subjected to transcription-
al regulation (Liu and Qian, 2011). However, contrasting results have
been obtained in the different model organisms. Ames dwarf mice are
deficient in pituitary hormones including GH and exhibiting low
levels of IGF-1. They live 50% longer than their control siblings
(Brown-Borg et al.,, 1996). DR increases longevity of Ames dwarf mice,
supporting the idea that DR and the df/df genotype could extend life
span at least in part through different mechanisms. However, the obser-
vation that DR does not extend the life span of the long-lived growth
hormone receptor knockout (GHRKO) mutant mice further complicates
the interpretation of these results (Bartke et al., 2001; Bonkowski et al.,
2006).

Sirtuins, especially SIRT1 and SIRT3, have been also implicated in
the control of life span during DR, although this is currently under de-
bate (Baur, 2010; Burnett et al., 2011). SIRT1 could mediate epigenet-
ic effects during DR, like changes in DNA methylation which could
contribute to the longevity response by modifying the expression of
nuclear genes (Madrigano et al., 2012; Wakeling et al., 2009). On
the other hand, SIRT3, sited at mitochondria, could influence on the
regulation of ATP levels, the activity of complex I (Ahn et al., 2008),
the modulation of mitochondrial fatty acid oxidation (Hirschey
et al., 2010) and mitochondrial ROS production (Koyama et al.,
2011). Moreover, it has been found that DR decreases 8-oxodG levels
in DNA and prevents age-related hearing loss in wild-type mice but
not in SIRT3 —/— deficient mice. Therefore, SIRT3 would be necessary
to obtain such beneficial DR-induced effects, which have been attrib-
uted to the capacity of this sirtuin to activate mitochondrial isocitric
dehydrogenase 2, leading to increased NADPH levels and to a higher
GSH/GSSG ratio (Someya et al., 2010).

Other mechanisms possibly involved in the beneficial effect of DR
on lifespan are the lowering of mtROSp (reviewed in Gredilla
and Barja, 2005) and the induction of mitochondrial biogenesis
(Anderson and Prolla, 2009; Lopez-Lluch et al., 2006; Nisoli et al.,
2005). On the other hand, in Drosophila melanogaster it has been
reported that DR influences physiology and aging through the
trans-sulfuration pathway (Kabil et al., 2011), a highly conserved
mechanism directing methionine and its nearest product metabo-
lites to sulfur-containing compounds like cystathionine, GSH, and
perhaps important for the MetR beneficial effects, cysteine (Elshorbagy
et al.,, 2011; reviewed in Perrone et al., 2012a). That pathway, under
the control of the enzyme cystathionine B-synthase, which is up-
regulated in DR in Drosophila, is required for the increase in longevity
induced by DR in these flies (Kabil et al., 2011).

In any case, among others, proteins like: GH, insulin, IGF-1, as well
as sirtuins and mTOR could participate in pre-nuclear signaling mech-
anisms, which could modulate transcription factors like FOXO
(Fontana et al., 2010), while the effectors that finally might affect lon-
gevity could be in part those modified by the corresponding nuclear
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responses. Mitochondrial biogenesis and mtROSp could fall within
these possible final effectors.

3.2. Role of mtROS generation and mtDNA oxidative damage

DR experiments reinforce the conclusions obtained in comparative
studies since both kinds of investigations strongly suggest that a causal
relationship between mtROS production and aging rate exists. The same
oxidative stress-related parameter that is lower in long-lived species
than in short-lived ones (mtROSp) also decreases during DR in rodents
(see Gredilla and Barja, 2005 for review). Long-term 40% DR (life-long
DR started at 1 year of age) significantly decreases the rate of mtROSp
in rat tissues including liver, heart and brain (Gredilla and Barja, 2005;
Gredilla et al, 2001a,b; Hagopian et al, 2004; Lopez-Torres et al.,
2002; Sanz et al., 2005a) as well as in mice (Hagopian et al., 2011;
Sohal et al.,, 1994) and in genetically manipulated mice with total ab-
sence of CuzZnSOD (Jang et al, 2012). The DR-induced decrease in
mtROSp also occurs in all the three different mitochondrial fractions
isolated by differential centrifugation in mouse liver (Hagopian et al.,
2011). Besides, studies in yeast also demonstrate that DR improves effi-
ciency and capacity of the mitochondrial electron transport chain, low-
ering mtROSp (Choi et al, 2011). However, after short term DR
(6-7 weeks or 4 months), the decrease in mtROSp is observed or not
depending on the tissue studied (Gredilla and Barja, 2005; Gredilla
et al., 2002). It has been found that 6-7 weeks of DR is enough to de-
crease mtROSp and oxidative damage to mtDNA and nDNA in the case
of rat liver (Gredilla et al., 2001b), while other organs require longer
times of DR to show the effect on mtROSp and mtDNA (Gredilla et al.,
2002). In contrast, neither the expression (Weindruch et al., 2001)
nor the activity (Jang et al., 2012; Sohal et al., 1994) of the antioxidant
enzymes SOD, catalase or GSH-peroxidase change in a consistent way
in DR, or in long-lived genetic manipulated organisms (Page et al.,
2010). It has been also found that the repair of 8-0xodG in mtDNA
through the mitochondrial base excision repair (BER) pathway de-
creases in kidney and brain (not detected in the case of liver) in DR
rats (Gredilla et al., 2010; Stuart et al,, 2004).

Both complex I and complex IIl can generate ROS, but DR signifi-
cantly decreases mtROSp only at complex I (see Gredilla and Barja,
2005). Strikingly, the ROS generator responsible for the low rate of
mtROSp is situated at the same respiratory complex in the case of
DR and in long-lived animal species: at complex [ (Barja, 2004b;
Gredilla et al., 2001a,b; Lopez-Torres et al., 2002; Sanz et al., 2005a).
In contrast with mtROSp, the rate of mitochondrial oxygen consump-
tion does not change during DR (Gredilla et al., 2001a,b; Lopez-Torres
et al,, 2002) in agreement with the lack of variation of the basal met-
abolic rate of animals subjected to DR (McCarter et al., 1985; Yen et
al., 2004). The mechanisms allowing the decrease in mtROSp during
DR include: 1) quantitative changes: a lower amount of the complex
I protein that would produce less ROS; 2) qualitative changes: a de-
crease in the electronic reduction degree of the complex I generator,
because the decrease in mtROSp occurs when complex I is only
partially reduced but disappears after fully reducing complex I
(with pyruvate/malate plus rotenone) (Gredilla et al, 2001a,b;
Lopez-Torres et al., 2002; Sanz et al., 2005a), and a decrease in the
percentage of free radical leak in the respiratory chain directed to
ROS production (%FRL). These changes occur in rat heart, liver and
brain mitochondria from dietary restricted animals (Gredilla et al.,
2001a,b; Lopez-Torres et al., 2002; Sanz et al., 2005a). Therefore, mi-
tochondria from animals subjected to DR, similarly to those from
long-lived species, are more efficient in avoiding ROS generation at
the mitochondrial respiratory chain (Gredilla and Barja, 2005).

The decrease in mtROSp during DR takes place together with signif-
icant decreases in oxidative damage to mtDNA alone, or in mtDNA and
nDNA (estimated by measuring the level of 8-0xodG) depending on the
organ studied (Gredilla et al., 2001a,b; Lopez-Torres et al., 2002; Sanz
et al,, 2005a), as well as with lowered oxidative, glycoxidative and

lipoxidative damage to mitochondrial proteins (Lambert et al., 2004;
Pamplona et al,, 2002b). The available studies suggest that lowering
mtROSp at complex I is a highly conserved evolutionary mechanism
shared by both long-lived and dietary restricted animals that lowers
steady-state oxidative damage to macromolecules, especially to
mtDNA (Barja, 2004a; Barja and Herrero, 2000; Barja et al., 1994a,b;
Gredilla and Barja, 2005), and then the accumulation rate of somatic
mutations in mtDNA, and possibly the age-related increase in mtDNA
fragment-related mutations in nDNA (Caro et al., 2010), and finally
the aging rate (Fig. 1).

Much of the available evidence points to decreases in mitochondrial
oxidative stress and insulin signaling as possible contributors to the in-
crease in longevity during DR. Is mitochondrial oxidative stress under
the control of insulin signaling? In a study performed in our laboratory
with control and DR animals treated with 80%slow-20%fast insulin or
GH it was found that the effects of these hormones are complex and
can include both increases and decreases in mitochondrial oxidative
stress (Sanz et al., 2005b). Animal models capable of dissociating the
decrease in mitochondrial oxidative stress from the decreases in
insulin-like signaling during DR have been obtained using the every
other day feeding model in C57BL/6 mice. When these mice were
maintained on this regimen, they showed increases in longevity
(Goodrick et al., 1990) and improvements in neuronal resistance to in-
jury, just like in DR, but their plasma IGF-1 levels did not decrease and
were even somewhat increased (Anson et al., 2003). This dissociates
the increase in longevity from the decrease in IGF-1 observed in DR. In
another study from our laboratory it was found that restricting the
diet using the every other day feeding method in C57BL/6 mice de-
creases, like classic DR, mtROSp and oxidative damage in mtDNA
(Caro et al., 2008a; Gredilla and Barja, 2005) which dissociates the de-
crease in mtROS generation from insulin/IGF-1 signaling. These studies
suggest that the decrease in mtROSp in DR would not be under the con-
trol of insulin-like signaling, although more studies are needed before
firmly establishing this conclusion.

4. Protein and methionine restriction: the effect of a single
amino acid

4.1. Effect on longevity extension

After many decades of highly relevant, long and expensive re-
search on the effects of life-long DR in rodents, a rather general con-
sensus was reached among the specialists: calorie intake per se would
be exclusively responsible for the increase in lifespan induced by DR
in rodents. However, now many studies question this classical con-
sensus (Archer, 2003; Iwasaki et al., 1988; Lopez-Torres and Barja,
2008; Mair et al., 2005; Miller et al., 2005; Orentreich et al., 1993;
Piper et al,, 2011; Richie et al.,, 1994; Sun et al., 2009). The results of
many investigations are consistent with the possibility that part of
the life-extending effects of DR are due to the decreased intake of par-
ticular components of the diet, such as proteins, and more specifically
the amino acid methionine (Caro et al., 2008b, 2009a,b; Grandison et
al., 2009; Lee et al., 2008; Lopez-Torres and Barja, 2008; Mair et al.,
2005; Miller et al., 2005; Orentreich et al., 1993; Pamplona and
Barja, 2006; Richie et al., 1994; Sanchez-Roman et al., 2011, 2012;
Sanz et al., 2004, 2006b; Simpson and Raubenheimer, 2009; Sun et
al., 2009). Neither life-long isocaloric carbohydrate nor lipid restric-
tion seems to increase rodent life span. Two available investigations
of carbohydrate restriction or supplementation reported contradicto-
ry and minor changes in rat longevity (Khorakova et al., 1990; Ross,
1976), whereas it was found that the longevity of Fisher 344 rats
does not change after life-long lipid restriction (Shimokawa et al.,
1996).

In contrast, the large majority of the investigations on the effects
of isocaloric protein restriction in rats and mice found increases in
longevity. Ten out of eleven PR studies in rats or mice (16 out of 18
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Fig. 1. Mitochondrial oxidative stress and longevity. The rate of mitochondrial ROS production (mtROSp) and the ensuing oxidative damage to mtDNA are low in long-lived mam-
mals and birds, as well as in dietary (DR), protein (PR) and methionine (MetR) restricted rodents. The lower the endogenous rate of mtROSp and oxidative damage to mtDNA, the
lower the progressive accumulation rate of (irreversible) somatic mutations in mtDNA would be, and maybe also in nDNA through the “insertion of mtDNA fragments inside nDNA”
mechanism (Caro et al., 2010). This would contribute to slow down the aging rate which, together with many other necessary differences/changes® © (Barja, 2008), would increase
(maximum) longevity. At least three different longevity gene clusters should exist. The cluster involved in modifying the longevity of different animal species during evolution must
be the largest one, followed by that operating in DR, and the likely somewhat smaller one would work in MetR. The low mtROSp and 8-0xodG in mtDNA from DR and PR animals
seem to be induced by their lower level of methionine ingestion. Other unknown mechanisms (b) different from the MetR-mtROSp-DNA/s mutation pathway should contribute to

decrease aging rate in DR.

different life-long survival experiments) reported increases in lon-
gevity (reviewed in Pamplona and Barja, 2006, and Lopez-Torres
and Barja, 2008), although the mean magnitude of this increase
(19.6 %) was lower than that usually found in 40% DR (around 40%
increase). Thus PR would be responsible for around half of the
life-extension effect of DR.

Which is the amino acid responsible for the increase in longevity
exerted by PR? It has been demonstrated that isocaloric 80% methionine
restriction (MetR) increases longevity in F344 rats (Orentreich et al.,
1993; Richie et al., 1994) and mice (Miller et al.,, 2005; Sun et al.,
2009) to a similar extent than PR (around 18% mean increase)
(Table 1). This occurs even when MetR is started as late as at 12 months
of age in C6BF1 mice (Sun et al., 2009). Studies performed in
D. melanogaster have also shown that casein restriction (Min and
Tatar, 2006) and methionine restriction (Troen et al., 2007) extend lon-
gevity independently of the caloric intake. Moreover, other recent stud-
ies link essential amino acids, and again especially methionine, with the
positive effect of DR on longevity in yeast (Petti et al, 2011) and
D. melanogaster (Grandison et al.,, 2009; Kabil et al., 2011). Interestingly,
PR performed in rats, results in profound changes in methionine and

serine metabolism (including lowering cystathionine p-synthase and
cystathionine -y-lyase activities) and increases in fatty acid oxidation
(Kalhan et al., 2011).

In addition to extending lifespan, 80% MetR also decreases
disease-associated markers and the incidence of age-related degenerative
diseases. The beneficial effects of this intervention in rodents include de-
creases in serum glucose, insulin, IGF1, cholesterol, triglycerides and lep-
tin (Table 2). Besides, MetR protects against age-related changes in
immunity, slows cataract development (Miller et al., 2005), improves
colon tight junction barrier function (Ramaligan et al, 2010) and
improves metabolic flexibility and increases respiratory uncoupling
(Hasek et al., 2010). MetR may be also an important strategy to inhibit
tumor growth particularly in many cancers that exhibit the known phe-
nomenon of “methionine dependence”. These include bladder, breast,
colon, glioma, kidney, melanoma, prostate and other cancers in which
tumor cells have a much greater reliance on methionine than normal
cells do (Hoffman, 1985; Komninou et al., 2006). They need this amino
acid for survival and proliferation and their growth seems seriously
limited or inhibited in the absence of methionine (reviewed in
Cavuoto and Fenech, 2012). Adding homocysteine instead of
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methionine in the culture medium can halt the growth of many
cancer cells while allowing the continued growth of non-
transformed cells (Cao et al., 2002).

Regarding the beneficial effects of MetR (80%) on adiposity, this
intervention reduces total adipose tissue mass and lowers visceral
fat by 70% (by more than 40% after correcting for the decrease in
body mass; Malloy et al., 2006) in association with an improvement
in insulin sensitivity (Malloy et al., 2006) (Table 2). In addition,
MetR decreases leptin and increases adiponectin in rodents in agree-
ment with the decrease in visceral adiposity and the size of white ad-
ipose tissue depots. These beneficial effects seem to be mediated by
tissue-specific responses that favor increased mitochondrial function
and biogenesis, fatty acid oxidation and total energy expenditure pos-
sibly mediated by R-adrenergic receptor signaling and changes in
lipid homeostasis (Perrone et al., 2012a). In this line, a recent
metabolomic and genomic MetR study found changes in the expres-
sion of a large number of genes and proteins that led the authors to
conclude that MetR increases lipid metabolism in adipose tissue and
muscle whereas it decreases lipid synthesis in the liver (Perrone et
al., 2012b). Therefore, these changes in lipid metabolism seem to be
involved in the strong decrease in adiposity and increased insulin
sensitivity observed in isocaloric MetR.

MetR also leads to altered levels of sulfur-containing amino acids:
serum levels of methionine, cysteine, cystathionine, and taurine de-
crease in MetR rats, whereas homocysteine levels (Elshorbagy et al.,
2011) and GSH (Richie et al., 1994) increase. Interestingly, adding
cysteine to the MetR diet reverses most of the studied beneficial
changes on adiposity and insulin resistance (Elshorbagy et al., 2011)
and increases the transcription of various genes associated with in-
flammation and carcinogenesis (Perrone et al., 2012b). Therefore,
the beneficial changes of MetR diet have been attributed to the
decrease of cysteine in serum (Elshorbagy et al., 2011) or liver
(Perrone et al., 2012b) observed in animals subjected to MetR diet.

On the other hand, excessive intake of dietary methionine is toxic.
This toxicity far exceeds that produced by any other amino acid
(Harper et al., 1970), leading to damage in some vital organs and

Table 2
Beneficial effects of methionine restriction (MetR) in rats and mice.
Species Parameter Reference
Fisher 344 | Fat pad Orentreich et al. (1993)
rat | Visceral adiposity Malloy et al. (2006)
| Adipocyte size in all WAT Perrone et al. (2008)
depots*?
| Serum insulin and glucose Perrone et al. (2010)
Mice | Serum insulin and glucose Miller et al. (2005)
(CB6BF1)
Fisher 344 | Serum IGF-1 Malloy et al. (2006), Perrone et al.
rat (2010)
Mice | Serum IGF-1 Miller et al., 2005
(CB6BF1)
Fisher 344 | Serum cholesterol Malloy et al. (2006), Perrone et al.
rat (2010)
Mice | Serum cholesterol Miller et al. (2005)
(CB6BF1)
Fisher 344 | Serum triglycerides Perrone et al. (2010)
rat
Fisher 344 | Serum leptin Perrone et al. (2010)
rat
Fisher 344 | Serum thyroxine levels Malloy et al. (2006), Perrone et al.
rat (2010)
Mice | Total T4 levels Miller et al. (2005)
(CB6BF1)
Mice | Cataract development Miller et al. (2005)
(CB6BF1)
Mice | Of the decrease in T cells Miller et al. (2005)
(CB6BF1)  with age

CB6F1 = (BALB/c] x C57BL/6) F1; | = decrease.
¢ Inguinal, epididymal, mesenteric and retroperitoneal. WAT = White adipose

tissue.

increases in tissue oxidative stress (Gomez et al., 2009; Park et al.,
2008) with similar negative effects to those observed in rats fed
diets with a high protein content. Chronic and excessive methionine
supplementation increases plasma hydroperoxides and LDL-cholesterol
(Hidiroglou et al., 2004), induces vascular (Troen et al., 2003) and kidney
damage with tubular hypertrophy (Kumagai et al., 2002), raises iron ac-
cumulation and lipid peroxidation, and leads to liver dysfunction (Mori
and Hirayama, 2000), besides other alterations in other organs. In addi-
tion, methionine supplementation strongly increases methionine and
its two more nearly derived methionine cycle metabolites, S-
adenosylmethyonine (SAM) and S-adenosylhomocysteine (SAH), in rat
liver and kidney (Gomez et al., 2009). Some of the harmful effects have
been attributed to these methionine-related metabolites like SAM, SAH,
or homocysteine, rather than to methionine itself, although in other
cases a direct methionine toxic effect has been suggested (Harper et al.,
1970; Troen et al., 2007). This last case fits well with our observation
that direct addition of methionine to isolated mitochondria in vitro in-
creases their rate of mtROSp in liver and kidney although not in heart
or brain rat mitochondria (Gomez et al.,, 2011).

Oxidation of methionine residues in proteins generates methio-
nine sulfoxide depriving them of their function as methyl donors
and may lead to loss of their biological activity (Ciorba et al., 1997).
This modification can be repaired by methionine sulfoxide reductase
in a thioredoxin-dependent reaction. In this context it is interesting
that overexpression of methionine sulfoxide reductase increases lon-
gevity in D. melanogaster (Chung et al., 2010) and the opposite ma-
nipulation, knocking out the same enzyme, increases protein
carbonyls and decreases longevity (Moskovitz et al., 2001). There is
evidence that this enzyme plays an important role in protection
against oxidative, cold, and heat stress and in the regulation of
aging in D. melanogaster (Lim et al., 2012). Also in agreement with a
methionine role in aging, it has been reported that long-lived Ames
dwarf mice have an altered methionine metabolism showing a
marked increase in the transulfuration pathway compared to their
wild-type siblings (Uthus and Brown-Borg, 2006). All the above re-
sults point to methionine as the single dietary factor responsible for
part of the longevity extension effect of DR.

4.2. Role of mtROS generation and oxidative damage

What is the specific dietary component responsible for the decreases
in mtROS production and oxidative damage to mtDNA during DR? In
agreement with their lack of effect on longevity (Khorakova et al,
1990; Ross, 1976; Shimokawa et al., 1996), neither isocaloric 40% lipid
restriction (Sanz et al., 2006¢) nor isocaloric 40% carbohydrate restric-
tion (Sanz et al., 2006d) changes mtROSp or 8-oxodG in mtDNA. How-
ever, isocaloric 40% PR does decrease mtROSp and oxidative damage to
mtDNA in rat liver (Sanz et al., 2004) in a strikingly similar way, quan-
titatively and qualitatively (Sanz et al., 2004), to 40% DR. The effect of PR
was studied in rat liver without changing the amount eaten per day of
the other dietary components and it was found, like in 40% DR, that
40% PR decreases liver mtROSp specifically at complex I, lowers %FRL
and 8-o0xodG in mtDNA (Sanz et al., 2004), and decreases the five spe-
cific markers of protein purely oxidative, glycoxidative and lipoxidative
modification studied, as well as the complex I protein content in rat
liver mitochondria and tissue (Ayala et al., 2007). Strikingly, the direc-
tion of change, the magnitude, mechanisms and site of action exerted
by PR on mtROSp and 8-oxodG in mtDNA are very similar to those
found in 40% DR (Lopez-Torres and Barja, 2008). Taken together,
those studies suggest that proteins are the dietary components respon-
sible for the decreases in mtROSp and oxidative damage to mitochon-
drial macromolecules that takes place in DR, and for part of the
increase in longevity during DR.

It was logical to suspect that dietary methionine could be involved in
those PR and DR effects since it was already known that MetR, indepen-
dent of energy restriction, increases rat (maximum) longevity
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Table 3

Changes in mitochondrial oxidative stress-related parameters in methionine restricted (MetR), amino acid restricted (except for methionine; RESTAAS) and methionine

supplemented (MetS) rats.

Dietary manipulation Organ ~ mtROSp  Content of respiratory complexes FRL (%) 8-oxodG in mtDNA  Oxidat. protein modific. *  Reference
80% MetRP Liver latCx 1  |CxI/IV latCx1l | l Sanz et al. (2006b)
lat CxIII
Heart lat CxI 1CxI/IV latCxl | 1
80% MetR” Liver latCx 1 |CxI/I/II/IV latcxl | 1 Caro et al. (2008b)
lat CxIII
40% MetR® Liver lat CxI LCXI/II/1I/IV latCxl | l Caro et al. (2008b)
lat CxIII
40% MetR® Brain latCx 1 | CxI/I/I/IV latcxl = l Caro et al. (2009a)
Kidney JatCxI |CxIV 1Cx 1 ! l
40% MetR® Heart latxl = n.d. 1 l Sanchez-Roman et al. (2011)
40% MetR at old age  Liver latCx 1 1CxIV 1 1 1 Sanchez-Roman et al. (2012)
40% RESTAAS! Liver = = = = 1 Caro et al. (2009b)
2.5% MetS® Liver tat CxI 1Cx IV tatCxl 1 = Gomez et al. (2009)
Heart = = = = =

Cx = respiratory complex; mtROSp = rate of mitochondrial ROS production; %FRL = percent free radical leak at the respiratory chain; 8-oxodG (8-oxo0-7,8-dihydro-

20-deoxyguanosine) by HPLC-EC.

@ Purely oxidative (the protein carbonyls glutamic and aminoadipic semialdehydes), glycoxidative (Carboxyethyl-lysine; Carboxymethyl-lysine-CML), and lipoxidative (CML and
MDA-lysine) protein modifications (GC-MS) in mitochondria (except for Gomez et al., 2009, in total tissue). = No change; 1 increase; | decrease; n.d. not determined. Semipurified
diets (Biolink USA) based on AIN-76G or AIN-93G formulations were given during 6-7 weeks starting at 6-7 weeks of age except in Sanchez-Roman et al., 2012 (started at

24 months of age).
b Control diet: 0.86% methionine; MetR diet: 0.17% methionine.
¢ Control diet: 0.86% methionine; MetR diet: 0.52% methionine.

4 The RESTAAS diet contained 40% less of all the dietary amino acids, except for methionine that was present at same concentration in the two diets.

¢ Control diet: 0.86% methionine; methionine supplemented diet: 2.5% methionine.

(Orentreich et al., 1993; Richie et al., 1994) while such effect had not
been described for any of the other dietary amino acids. This is why in
our laboratory we decided to study the effects of MetR on mtROSp
and oxidative stress (Table 3). Isocaloric MetR (80% and 40%), applied
to young rats during 7 weeks, lowers mtROSp (mainly at complex I),
the % FRL, the complex I content, 8-oxodG in mtDNA, and specific
markers of protein oxidative, glycoxidative and lipoxidative modifica-
tion in rat heart (80% MetR; Sanz et al., 2006b; 40% Sanchez-Roman
et al, 2011) or liver (40% and 80% MetR; Caro et al., 2008b) mitochon-
dria, similarly to what occurs after 7 weeks of 40% MetR in rat kidney
and brain mitochondria (Caro et al, 2009a; Naudi et al, 2007). In
order to obtain these decreases it was enough to restrict methionine
by 40%. 80% MetR leaded to a similar decreases in 8-oxodG than 40%
MetR, while the decrease in mtROSp in 80% MetR was only somewhat
more intense than in 40% MetR, being the decrease in mtROSp from
control to 40% MetR more pronounced than that occurring between
40% MetR and 80% MetR.

Interestingly, in another experiment, when all the dietary amino
acids except methionine were restricted (by 40%) during 7 weeks,
neither the rate of mtROSp nor the level of 8-oxodG in mtDNA was
modified. In addition, we have recently found that 40% MetR also de-
creases mtROSp, %FRL and 8-oxodG in mtDNA and reverses aging-
related increases in protein modification when implemented at old
age (during 7 weeks in 24 month old rats; Sanchez-Roman et al.,
2012). All those results, taken together, indicate that the lowered in-
gestion of methionine during MetR (and PR and DR) is responsible for
the decreases in mitochondrial ROSp and oxidative stress observed in
MetR (and PR and DR), and possibly for all (during PR and MetR) or
part (during DR) of the life-extension effect observed during these di-
etary manipulations. Moreover, the extraordinary capacity of a single
dietary molecule to induce the decrease in mtROSp is still present in
old rats.

Concerning the mechanisms responsible for the decrease in mtROS
production during MetR (Fig. 2), there are various possibilities de-
scribed previously in the DR section. A simple mechanism is based on
a decrease in the content of the complex I protein in MetR that would
directly lead to a decreased rate of mtROSp. This has been reported
under 40% MetR in the majority of tissues studied (Table 3), also during
DR and PR, as well as in long-lived birds (pigeons, canaries and
parakeets) compared to the much short-lived mammals (rats and

mice) of similar body size (Lopez-Torres and Barja, 2008; Pamplona
etal., 2005; St-Pierre et al., 2002). But this cannot be the whole explana-
tion. MetR also induces qualitative changes in mitochondria since not
only generate less ROS but they have a lower %FRL and a lower electron-
ic reduction state of the complex I ROS generator (the decrease in
mtROSp is observed, like in DR, with partial complex I reduction but
not with full reduction). Thus, MetR mitochondria (from both young
and old animals) are more efficient in avoiding mtROS generation.
They leak less radicals per unit of electron flow in the respiratory
chain, similarly to what has been found in long-lived compared to
short-lived animals as well as in DR and PR rats compared to their con-
trols (Barja, 2004a,b).

These quantitative and qualitative changes can be due to: a) direct
interaction of methionine, or more likely, of a more chemically reac-
tive methionine metabolite with the mitochondria or some critical
complex I polypeptide/s; b) changes in cellular signaling molecules
and the ensuing modification of specific gene expression; and c) de-
creases in the matrix NADH (which feeds electrons to complex I)
thus lowering the state of electronic reduction of the complex I gen-
erator, due to decreases in the amounts of mitochondrial substrates.

Regarding mechanism “a”: recent studies have shown that the di-
rect addition of methionine to isolated functional mitochondria fresh-
ly obtained from rats increases their rates of mtROSp (Gomez et al.,
2011). Therefore a rather direct and rapid effect of methionine (or a
closely derived reactive metabolite) on complex I in vivo seems to
occur. However, this action could be due to a chemically reactive me-
thionine metabolite. This possibility is most relevant because in the me-
thionine molecule, differing from homocysteine or cysteine, the
potentially reactive sulfur is located inside the molecule and it is not
available for direct covalent chemical reaction with protein thiols. Inter-
estingly, it has been recently observed that the reaction of methionine
with hydroxyl radicals generates methionine radical carbon-, nitrogen-
and sulfur-centered radicals as intermediates in the formation of the
methanethiol product, as detected by EPR spin trap techniques and
GC-FID and GC-MS techniques (Spasojevic et al., 2012). These radicals
or methanethiol (CH5SH) itself could react with complex I or some of
its subunits leading to increases in mtROS generation. Since it is known
that GSSG thiolization of isolated complex I increases its rate of ROS pro-
duction (Taylor et al., 2003) a similar reaction of methanethiol, or cyste-
ine (which also has a free thiol group available for direct reaction) with
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Fig. 2. How MetR can decrease mitochondrial ROS production. The scheme summarizes the possible pre- and post-nuclear acting mechanisms potentially responsible for the
decrease in mtROS production induced by MetR. Dietary methionine restriction decreases tissue cytosolic methionine levels. This can: a) increase the midpoint redox potential
of the complex I ROS generator (thus lowering mtROSp and %FRL), possibly due to decreased thiolization or chemical interaction with some complex I subunit/s. These effects
have been attributed to methionine metabolites rather than to methionine itself; b) modify cellular cytosolic signaling molecules which modulate specific gene expression; and
¢) decrease the S-adenosylmethionine (SAM) cytosolic concentration which would decrease nuclear DNA methylation and it could modify gene expression. The resulting
post-nuclear mechanisms can: 1) decrease the amount of complex I per mitochondrial mass, which would tend to decrease mtROSp; and 2) increase the midpoint redox potential
of the complex I ROS generator (thus lowering mtROSp and %FRL). There are multiple pre-nuclear signaling mechanisms involved in DR (and likely in MetR), but few post-nuclear
final effector mechanisms have been described: the decrease in mtROSp in MetR, PR and DR as well as the increase in mitochondrial biogenesis (better documented in DR). The
simultaneous operation of these two post-nuclear changes will produce more mitochondria with a lower generation rate of mtROS and DNA damage. This could contribute to in-
crease longevity in coordination with the many other necessary changes modulated by the DR and MetR longevity gene clusters. SAM = S-adenosyl-methionine; Redox pot. =

midpoint redox potential of the complex I ROS generator.

complex I thiol groups could be involved in the decrease in mtROSp in
MetR. This dietary manipulation decreases hepatic methionine and cys-
teine (Perrone et al., 2012b) and likely methanethiol levels, which can
decrease thiolization of complex I subunits and then their rates of
mtROSp. Alternatively, cysteine could also interact with the protein cys-
teines of some of the FeS clusters of the hydrophilic arm of complex I,
leading to iron release or availability for reaction and then ROS genera-
tion. Lower cysteine levels in MetR could also decrease mtROSp through
this mechanism.

Concerning the changes in gene expression possibly involved in
the MetR effects (mechanism “b”), a recent genomic MetR study
found changes in the expression of a large number of genes and pro-
teins involved in lipid metabolism (Perrone et al., 2012b). In addition,
modifications of DNA methylation could be also involved (Passarino

et al., 2010; Robert et al., 2010). Methionine is an essential amino
acid with many key roles in mammalian metabolism including pro-
tein synthesis and function, as well as protein and DNA methylation
(Brosnan and Brosnan, 2006). Since ageing seems to be associated
with site-specific changes in DNA methylation (Cedar and Bergman,
2012; Christensen et al., 2009; Heyn et al., 2012; Maegawa et al.,
2010; Wakeling et al., 2009), MetR diets could extend longevity in ro-
dents through various changes including modulation of DNA methyl-
ation patterns, specific changes in gene expression, and changes in
translation rates, whose effects could include decreases in mtROS
generation and oxidative damage (Fig. 2). In agreement with that,
we have recently detected that MetR induces a small but statistically
significant decrease in global genomic DNA methylation in rat liver of
young immature rats (Sanchez-Roman et al., 2011), whereas when
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Fig. 3. Body weight and growth rate of male Wistar rats in 40% DR (A), 40% and 80% MetR (B), and their respective controls (A and B). Animals were fed semipurified diets (ICN Biolink,
USA) based on the AIN-93G diet. Each point represents the mean 4 SEM from 10 different individuals. The experiments started with animals of 6-7 weeks of age. Significant differences:
3between 40% DR and their Controls; "between 80% MetR and their controls or between 80% MetR and 40% MetR; **p < 0.01, ***p < 0.001. No significant differences in body weights were
found between control and 40% MetR at any time of experimentation. Data come from experiments in Gredilla et al. (2001a,b) (A) or Caro et al. (2008b) (B).

this manipulation was performed in old rats the decrease in this pa-
rameter did not reach statistical significance (Sanchez-Roman et al.,
2012).

Concerning mechanism “c”: decreased NADH, it is more likely in
DR than in MetR, due to the large number of metabolites than can po-
tentially be decreased because of the lower caloric ingestion. In fact
there is a published study in which it was shown that pyruvate,
malate, and succinate, as well as NADH and the NADH/NAD + ratio
are decreased in the tissues of DR animals (Burch et al., 1970).

In summary, DR, PR and MetR are nutritional interventions that
increase longevity in rodents, although the magnitude of the longev-
ity extension of MetR and PR in rodents is around 50% that of DR. This
lower but significant life extension effect in MetR than in DR would
agree with the widely held notion that aging and longevity have
more than one cause. Restriction of methionine intake can be respon-
sible for part of the aging-delaying effects of DR by decreasing
mtROSp and oxidative damage to mtDNA and macromolecules, acting
at least in this sense as a “DR-mimic”. All that suggests that methio-
nine is the single dietary substance responsible for the beneficial
changes of DR on mitochondrial oxidative stress. The remaining ef-
fects of DR on aging rate could be due to decreases in other dietary
components or in the calories themselves through different addition-
al mechanisms (Fig. 1, arrow marked as “?”). In any case, it is interest-
ing that 40% MetR can decrease mitochondrial oxidative stress,
because this dietary manipulation, (or PR), does not imply the strong
behavioral and nutritional stress of caloric restriction and thus seems
a much more feasible option for wide application to human popula-
tions. Most importantly, negative effects such as delays in puberty,
and decreases in growth rate and final body size are shared by DR
and 80% MetR but do not occur in 40% MetR (Fig. 3). Methionine re-
striction at the 40% level is potentially advantageous because it
lowers mtROSp and 8-oxodG in mtDNA to a similar extent than 80%
MetR, while totally avoiding the decreases in body and organ weight,
growth rate, maturation and likely final body size that takes place in
80% MetR and 40%DR (Fig. 3).

It is becoming clear that health benefits can be obtained using
“prudent” diets largely based on the consumption of complex carbo-
hydrates, emphasizing vegetables with proteins rich in essential
amino acids but low in the sulphur-containing amino acids methio-
nine and cysteine (like pulses), or almost totally lacking methionine
and cysteine (like fruits and vegetables), and avoiding the presently
excessive intake of animal proteins (as well as fats). The results al-
ready available about PR in humans seem to be positive for human
health and of similar character than those found in DR after up to

6 years of intervention in human beings (Fontana et al., 2008).
These studies suggest that DR and PR can protect from obesity, mor-
tality, and degenerative diseases including at least cardiovascular
ones, diabetes and cancer, and can increase the human healthspan.
MetR, implemented at 40%, should be investigated in more depth
concerning mechanisms, detailed effects, and times of application,
as well as its possible effects on longevity.

5. Conclusions

1. Long-lived mammals have low rates of mitochondrial ROS produc-
tion and oxidative damage in mtDNA.

2. Dietary restriction (DR) decreases the rate of mitochondrial ROS
production at complex I and oxidative damage to mtDNA and pro-
teins, and extends the maximum life span of most or all the animal
species studied to date.

3. The respiratory complex related to aging, longevity, and mtROS
generation, both concerning comparisons between mammalian
and bird species with different longevities, as well as dietary re-
striction, is complex I, not complex III.

4. Both protein restriction (PR) and methionine restriction (MetR)
similarly increase maximum longevity in rodents, although the
magnitude of these increases seems to be around half that usually
found in DR. Both interventions also decrease mitochondrial ROS
production at complex I, the %FRL, and 8-oxodG in mtDNA to a
similar extent, quantitatively and qualitatively, as DR.

5. Restriction of all the dietary amino acids except methionine does
not modify mitochondrial ROS production, the %FRL, or oxidative
damage to mtDNA.

6. Methionine is the single dietary nutrient responsible for the de-
crease in mitochondrial ROS production and oxidative stress, and
possibly for part of the increase in longevity that takes place during
DR (and PR).

7. MetR animals resemble DR animals in many traits including low
levels of insulin and IGF-1, low adiposity, low rates of mitochondri-
al ROS generation and oxidative stress, and longer mean and max-
imum lifespan. However, DR seems to exert a stronger life
extension effect than MetR.
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CAPiTULO II

MODULACION DEL ESTRES OXIDATIVO
MITOCONDRIAL MEDIANTE EL BLOQUEO
DE LA SENALIZACION BETA-ADRENERGICA

* The B-blocker atenolol lowers the longevity-related degree of fatty acid
unsaturation, decreases protein oxidative damage, and increases extracellular
signal-regulated kinase signaling in the heart of C57BL/6 mice. Rej Research, Vol. 13
No.6, pp. 683-693 (2010)
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Abstract

The interruption of the f-adrenergic receptor signaling at the level of adenylyl cyclase (AC) by specifically
knocking out (KO) the AC5 gene activates the RAF/MEK/ extracellular signal-regulated kinase (ERK) signaling
pathway, delays bone and heart aging, and increases mean and maximum longevity in mice. However, the
mechanisms involved in life extension in this animal model with increased longevity have not been clarified,
although a decrease in oxidative stress has been proposed as mediator. Two traits link longevity and oxidative
stress. Long-lived mammals and birds have a low rate of mitochondrial reactive oxygen species (mitROS)
generation and a low degree of membrane fatty acid unsaturation, but these key factors have not been studied in
AC5 KO mice. In the present investigation, male C57BL/6 mice were treated with the f-blocker atenolol in drinking
water, and oxidative stress-related parameters were measured in the heart. Atenolol treatment did not change
the rate of mitROS production and oxidative damage to mitDNA (8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine [8-
oxodG]), but strongly decreased the degree of fatty acid unsaturation and the peroxidizability index, mainly due
to decreases in 22:6n-3 and 20:4n-6 and to increases in 18:1n-9, 16:1n-7 and 16:0 in the atenolol group. Protein
oxidation and lipoxidation were lower in the atenolol group than in the controls. The mitochondrial complex I
and IV content and the amount of p-ERK1/2 signaling proteins were significantly higher in the atenolol-treated
than in the control animals. These results support the idea that the increased longevity of the AC5 KO mice can
be due in part to an ERK signaling-mediated stress-resistance due to a decrease in fatty acid unsaturation,
leading to lower lipid peroxidation and decreased lipoxidation-derived damage to cellular proteins.

Introduction

THE MODERN VERSION OF the mitochondrial free radical
theory of aging, one of the most widely considered the-
ories of aging, is currently supported by both experimental
and comparative studies (reviewed in ref. 1). Interspecies
comparisons have identified two main factors that can con-
tribute to explain the slow aging rate of long-lived animals:
A low rate of mitochondrial reactive oxygen species (mi-
tROS) generation®™ and a low degree of membrane fatty
acid unsaturation.>® Dietary restriction, which extends lon-
gevity in many different kinds of animals like nematodes,
insects, and mammals,” including monkeys,® uses the first of

these two mechanisms—it decreases the rate of mitROS
generation in rodents’—whereas decreases, increases, or lack
of changes in fatty acid unsaturation have been described
during dietary restriction.

During the last decade many single-gene mutations have
been identified in mice that extend life span. However, most
of them are related to insulin/insulin-like growth factor-1
(IGF-1)-like signaling pathways,'*'? and it is not clear if the
mechanisms responsible for longevity extension in these
animal models work mainly through decreases in oxidative
stress. More recently, extension of life span in 129/Sv]-
C57BL/6 mice has been obtained through the interruption of
f-adrenergic receptor signaling at the level of type 5 isoform
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Abstract

A low rate of mitochondrial ROS production (mtROSp) and a low degree of fatty acid unsaturation
are characteristic traits of long-lived animals and can be obtained in a single species by methionine
restriction (MetR) or atenolol (AT) treatments. However, simultaneous application of both treatments
has never been performed. In the present investigation it is shown that MetR lowers mtROSp and
complex | content. Both the MetR and the AT treatments lower protein oxidative modification and
oxidative damage to mtDNA and the fatty acid unsaturation degree in rat heart mitochondria. The
decrease in fatty acid unsaturation seems to be due, at least in part, to decreases in desaturase
and elongase activities or peroxisomal [(-oxidation. Furthermore, the phosphorylation of
extracellular signal-regulated kinase (ERK) was stimulated by MetR and AT. The decrease in
membrane fatty acid unsaturation and protein oxidation, and the changes in fatty acids and p-ERK
showed synergic effects of both treatments. In addition, the increase in mtROSp induced by AT
observed in the present investigation was totally avoided with the combined MetR+AT treatment. It
is concluded that the simultaneous treatment with MetR plus atenolol is more beneficial than either
single treatment alone to lower oxidative stress in rat heart mitochondria, analogously to what has
been reported in long-lived animal species.

Key Words: methionine restriction, diet, mitochondria, reactive oxygen species, protein oxidation,
membrane fatty acids, atenolol.

Abbreviations:

AASA = aminoadipic semialdehyde

AT = atenolol

CEL = carboxyethyl-lysine

CML = carboxymethyl-lysine

DBI = double bond index

DR = dietary restriction

p-ERK = phosphorylated extracellular-signal regulated kinase
GSA = glutamic semialdehyde

MetR = methionine restriction

MtROS = mitochondrial reactive oxygen species
MtDNA = mitochondrial DNA

8-o0x0dG = 8-ox0-7,8-dihydro-2’deoxyguanosine
Pl = peroxidizability index

SIRT3= Sirtuin 3



Introduction

The mitochondrial free radical theory of aging [1] is generally supported by results from many
different kinds of investigations [2-3]. These include age-related changes, comparisons between
animal species with different longevities, and the effects of global decreases in food ingestion
(dietary restriction, DR) or restriction of particular dietary components like the amino acid
methionine. Previous studies have identified two characteristics of long-lived animals linked to
oxidative stress. Long-lived mammals and birds show a low rate of reactive oxygen species (ROS)
generation at mitochondria [2], and have tissue cellular membranes with a low degree of fatty acid
unsaturation [3,4]. Their low rates of mitochondrial ROS production (mtROSp) decreases the
damage to key molecules like mtDNA, and the low fatty acid unsaturation diminishes the intensity of
lipid peroxidation [3].

Among those two longevity-related factors, DR lowers mtROSp [5]. Various studies indicate
that this can be reproduced with similar intensity by lowering a single dietary component, the amino
acid methionine [3,6]. Interestingly, methionine restriction in the diet increases longevity in rats [7,8]
and mice [9,10]. However, fatty acid unsaturation has been more difficult to modify, and most of the
studies have been limited to comparisons between species with different longevities. Although
feeding with specially designed diets rich in saturated fats can lower membrane fatty acid
unsaturation in rat tissues [11], such manipulation leads to unhealthy lipid profiles in plasma.
However, a recent investigation has shown that atenolol, a B-adrenergic receptor blocker, given in
drinking water decreases membrane fatty acid unsaturation in mouse heart by an extent almost
similar to the difference in unsaturation between mammals differing around an order of magnitude
in longevity like mice and cow [12]. This is interesting, because it is known that knocked out rodents
for the adenylyl cyclase type 5 gene, which interrupts B-adrenergic receptor signalling, show

increased longevity [13].

Although decreases in oxidative stress have been observed after treating laboratory rodents
with MetR or with atenolol, the combined effect of these two experimental treatments has never
been studied. It is important to investigate such combined treatment due to various reasons. On the
one hand, long-lived animal species simultaneously show both a low rate of mtROSp and a low
degree of membrane fatty acid unsaturation. On the other hand, it is reasonable to expect the
existence of synergic effects among those two longevity-related traits. A low rate of mtROS
generation not only lowers mtDNA oxidative damage. It should also decrease initiation of
membrane lipid peroxidation. This will be particularly important for mitochondrial membranes since
they are abundant and situated near to or even just at the place were mtROS are produced (the
inner mitochondrial membranes). Conversely, a low degree of fatty acid unsaturation not only
protects cellular membranes against lipid peroxidation. It also lowers the generation of secondary

radicals and toxic lipid peroxidation products which can deleteriously modify proteins and DNA [14],



thus possibly also contributing to decrease aging rate [3,15]. Thus, we hypothesize that the
combined treatment with MetR plus atenolol can have additive or synergic effects on the lowering of

mitochondrial oxidative stress.

In order to test that hypothesis, in the present investigation we have studied the effects of
Control, atenolol (AT), MetR, or MetR+AT treatments in male Wistar rats. We measured mtROS
generation, the percent free radical leak (%FRL), the rates of oxygen consumption in resting and
phosphorylating conditions, oxidative damage to mtDNA, oxidative, glycoxidative and lipoxidative
protein modification, the different fatty acids and unsaturation indexes, the amount of mitochondrial
respiratory complexes (I to 1V), the complex I-related apoptosis-inducing factor (AIF), and the
mitochondrial sirtuins SIRT3 in heart mitochondria from these four animal groups. The amount of p-
ERK (phosphorylated extraxcellular-signalling regulated kinase) was also measured in order to
corroborate the activation of the Raf/MEK/ERK signalling pathway by the atenolol treatment.



Materials and Methods

Experimental design

Male Wistar rats of 6-7 weeks of age obtained from Charles River were divided in four experimental
groups: Control, AT (atenolol), MetR (methionine restricted), and MetR+AT (methionine restricted
and AT-treated). The rats were caged individually, and were maintained in a 12:12 (light-dark)
cycle, 22°C + 2°C, and 50% + 10% relative humidity during the experimental period (7 weeks).
Semipurified diets were specifically prepared after our request by MP biochemicals (Irvine, CA) and
were imported to Spain by Leti (Barcelona, Spain). The animals in the AT and MetR+AT groups had
free access to a solution of 0.1g/L of atenolol (Sigma, A7655) in drinking water. The animals in the
Control and MetR groups had free access to the same aliquot of drinking water without atenolol.
The mean water intake was not significantly different among groups. The animals in the Control and
AT groups received the control diet, and those in the MetR and MetR+AT groups received the 40%
MetR diet. The composition of the control diet (in g/100 g of diet) was: L-arginine 1.12, L-lysine
1.44, L-histidine 0.33, L-leucine 1.11, L-isoleucine 0.82, L-valine 0.82, L-threonine 0.82, L-
tryptophan 0.18, L-methionine 0.86, L-glutamic acid 2.70, L-phenylalanine 1.16, L-glycine 2.33,
Dextrine 5.0, Corn starch 31.82, sucrose 31.79. cellulose 5.0, choline bitartrate 0.20, MP vitamin
diet fortification mixture 1.0, mineral mix (AIN) 3.50 and corn oil 8.0. The composition of the 40%
MetR diet was similar to that of the control diet except that L-methionine was present at 0.516%,
which corresponds to an amount of this amino acid 40% lower than in the control diet (0.86%). This
0.34% decrease in L-methionine in the 40% MetR diet was compensated by increasing all the rest
of the dietary components in proportion to their presence in the diet. Since the decrease in L-
methionine was very small, with this procedure the percent presence of all the rest of the dietary
components was almost the same in the two experimental diets. After 7 weeks of experimental
treatments the animals were sacrificed by decapitation. The heart was processed to isolate
mitochondria, which were immediately used to measure mitochondrial respiration and H,O,

generation, and heart mitochondrial samples were stored at -80°C for the rest of the analyses.

Heart mitochondria isolation

Heart mitochondria were obtained from fresh tissue by the procedure of Mela and Seitz [16] with
modifications. Hearts were chopped into small pieces and homogenized with a loose-fitting glass-
glass pestle in 10 ml of isolation buffer (220 mM mannitol, 70 mM sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM
Tris-HCI, pH 7.4) containing 5 mg of Subtilisine A and 25 mg of fatty acid-free albumin. After the
samples stood for 1 min, 25 ml of additional isolation buffer containing 25 mg of albumin were
added, and gentle homogenization was performed again with a tighter fitting pestle. The nuclei and

cell debris were removed by centrifugation at 700 x g for 10 min. Supernatants were centrifuged at



8,000 x g for 10 min and the resulting supernatants were eliminated. The pellets were resuspended
in 25 ml of isolation buffer and centrifuged at 8,000 x g for 10 min. Heart mitochondria were
obtained by resuspending the pellets in 500 pl of isolation buffer. All the above procedures were
performed at 4°C. Mitochondrial protein was measured by the Biuret method. The final
mitochondrial suspensions were maintained at high concentration of mitochondrial protein over ice
and were immediately used for oxygen consumption and H,O, production measurements during the

next two hours.

Mitochondrial ROS generation

The rate of heart mitochondrial ROS production (0O2° + H,0,) was assayed by measuring the
increase in fluorescence as a function of time (excitation at 312 nm, emission at 420 nm) due to
oxidation of homovanillic acid by H,O, in the presence of horseradish peroxidase, as previously
described [17,18]. Reaction conditions were 0.25 mg of mitochondrial protein per ml, 6 U/ml of
horseradish peroxidase, 0.1 mM homovanillic acid, 50 U/ml of superoxide dismutase, and 2.5 mM
glutamate/2.5 mM malate, or 5 mM succinate in the incubation buffer (145 mM KCI, 30 mM Hepes,
5 mM KH,PO4, 3 mM MgCl,, 0.1 mM EGTA, 0.1% albumin, pH 7.4) at 37°C, in a total volume of 1.5
ml. In some assays 2 UM rotenone or 2 uM antimycin A were also added. Duplicated samples were
incubated for 15 min at 37° C. The reaction was stopped by transferring the samples to a cold bath
and adding 0.5 ml of stop solution (2.0 M glycine, 2.2 M NaOH, 50 mM EDTA, pH 12), and the
fluorescence was read in a LS50B Perkin-Elmer fluorometer. Known amounts of H,O, generated in
parallel by glucose oxidase with glucose as substrate were used as standards. Since the
superoxide dismutase added in excess converts all O, excreted by mitochondria (if any) to H,O,,

the measurements represent the total rate of mitochondrial ROS production (02" plus H,0,).

Mitochondrial oxygen consumption

The rate of oxygen consumption of heart mitochondria was measured at 37°C in a water-
thermostatized incubation chamber with a computer-controlled Clark-type O, electrode (Oxygraph,
Hansatech, UK) in 0.5 ml of incubation buffer (145 mM KCI, 30 mM Hepes, 5 mM KH,PO4, 3 mM
MgCl,, 0.1 mM EGTA, 0.1% albumin, pH 7.4). The substrates used were complex I-linked (2.5 mM
glutamate/2.5 mM malate) or complex ll-linked (5 mM succinate+rotenone). The assays were
performed in the absence (State 4-resting) and in the presence (State 3-phosphorylating) of 500 pM
ADP.



Free Radical Leak

The rates of H,O, production and O, consumption of rat heart mitochondria were measured in
parallel in the same samples under similar experimental conditions. This allowed the calculation of
the percentage of electrons out of sequence, which reduce O, to ROS at the respiratory chain (the
percent free radical leak, %FRL) instead of reaching cytochrome oxidase to reduce O, to water.
Since two electrons are needed to reduce 1 mol of O, to H,O, whereas four electrons are
transferred in the reduction of 1 mol of O, to water, the FRL was calculated as the rate of H,O,
production divided by twice the rate of O, consumption, and the result was multiplied by 100
(%FRL).

Oxidative damage to mitochondrial DNA

The isolation of mtDNA was performed by the method of Latorre et al. [19] adapted to mammals
[20]. The isolated mitochondrial DNA was digested to deoxynucleoside level by incubation at 50°C
with 5 U of nuclease P1 (in 20 ul of 20 mM sodium acetate, 10 mM ZnCl,, 15% glycerol, pH 4.8) for
30 min and 1 U of alkaline phosphatase (in 20 pL of 1 M Tris-HCI, pH 8.0) for 1 hr. All aqueous
solutions used for mtDNA isolation, digestion and chromatographic separation were prepared in
HPLC-grade water. Steady-state oxidative damage to mtDNA was estimated by measuring the level
of 8-o0xo0-7,8-dihydro-2'deoxyguanosine (8-oxodG) referred to that of the non-oxidized dG
(deoxyguanosine) and the results were expressed as 8-oxodG/10° dG. 8-oxodG and dG were
analyzed by HPLC with on line electrochemical and ultraviolet detection respectively. The
nucleoside mixture was injected into a reverse-phase Mediterranea Sea 18 column (5um, 4.6 mm X
25 cm; Teknokroma, Barcelona, Spain), and was eluted with a mobile phase containing 6.5%
acetonitrile and 50 mM phosphate buffer pH 5.0. The volume of sample injected in the column was
100 pl. A Gilson 305 pump with nanometric module 805 at 0.9 ml/min was used. 8-oxodG was
detected with an ESA Coulochem Il electrochemical coulometric detector (ESA, Inc. Bedford, MA)
with a 5011A analytical cell run in the oxidative mode (350 mV/ 20 nA), and dG was detected with a
Biorad model 1806 UV detector at 254 nm. For quantification, peak areas of dG standards and of
three level calibration pure 8-oxodG standards (Sigma) were analyzed during each HPLC run.
Comparison of areas of 8-oxodG standards injected with and without simultaneous injection of dG

standards ensured that no oxidation of dG occurred during the chromatography.

Measurement of mitochondrial complexes | to IV, AlIF, SIRT3 and ERK



The amounts of a) the mitochondrial respiratory chain complexes (I to 1V), b) the complex |
regulatory factors AIF and SIRT3, and c) ERK1/2 (ERK1/2 and phospho-ERK1/2) were estimated
using western blot analyses. Samples were homogenized in a buffer containing 180 mM KCI, 5 mM
MOPS, 2 mM EDTA, 1 mM diethylenetriaminepentaacetic acid, 1 pM butylated hydroxyltoluene,
protease inhibitor mix (80-6501-23, Amersham Biosciences) and phosphatase inhibitors (NazVO, 1
mM, NaF 1mM). After a brief centrifugation (1000 rpm for 3 min at 4°C) to pellet cellular debris,
proteins concentrations were measured in the supernatants using the Bradford method (Bio-Rad
Protein Assay 500-0006). Proteins were separated by one-dimensional SDS-PAGE. Samples were
mixed with sample buffer (62.5 mM Tris—-HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 20% 2-B-
mercaptoethanol and 0.02% bromophenol blue) and heated for 5 min at 95°C. Proteins (10 ug for
respiratory chain complexes and AlF, and 80 pg for the others) were subjected to electrophoresis
on 10% SDS-polyacrylamide minigels. For immunodetection, proteins were transferred using a Mini
Trans-Blot Transfer Cell (Bio Rad) in a buffer containing 25 mM TRIS, 192 mM Glycine and 20%
methanol, to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Immobilon-P Millipore, Bedford, MA).
The membranes were immersed in blocking solution (0.2% I-Block Tropix Al300, 0.1% Tween in
PBS) for 1 hour at room temperature. After blocking, the membrane was washed two times using
0.05% TBS-T buffer. Afterwards, the membrane was incubated in primary solution using specific
antibodies for the 39kDa (NDUFA9) and 29kDa (NDUFS3) subunits of complex | (1:1000 in both
cases, ref. A21344 and A21343, respectively, Molecular Probes), 70kDa subunit (Flavoprotein) of
complex Il (1:500, ref. A11142, Molecular Probes), 48kDa (CORE 2) and 29kDa (Rieske iron-sulfur
protein) subunits of complex Il (1:1000 in both cases, ref. A11143 and A21346, respectively,
Molecular Probes), 57kDa (COXI subunit) of complex IV (1:500, ref. 459600, Invitrogen), anti-AlF
(1:2000, ref. A7549, Sigma), anti-SIRT3 (1:500, ref. AB40006, Abcam), anti-phospho-ERK1/2
(1:500, ref. 4370, Cell Signaling Technology), and anti-ERK1/2 (1:500, ref. 4695, Cell Signaling
Technology). An antibody to porin (1:1000, ref. Ab15895, Abcam) and to tubulin ( 1:5000 , ref.
Ab7291, Abcam) was also used in order to determine the proportion of protein levels referred to
total mitochondrial and total mass, respectively. The primary antibody was incubated 1 hour at room
temperature, except for SIRT3, phospho-ERK1/2 and ERK1/2 which were incubated 16 hours at
4°C. The membrane was washed three times in 0.05% TBS-T buffer and incubated 1 hour at room
temperature with the appropriate secondary antibodies [ECL Anti-mouse 1gG, horseradish
Peroxidase linked whole antibody-NA93IV GE Healthcare (1:5000) and ImmunoPure Goat Anti-
Rabbit IgG peroxidase conjugated-31460 Pierce Biotechnology (1:100000)]. After five washes with
0.05% TBS-T buffer, bands were visualized by using an enhanced chemiluminescence HRP
substrate (Millipore, MA, USA). Signal quantification and recording was performed with a ChemiDoc

equipment (Bio-Rad Laboratories, Inc., Barcelona, Spain).



Protein oxidation, glycoxidation and lipoxidation

Markers of protein oxidation — the protein carbonyls glutamic (GSA) and aminoadipic (AASA)
semialdehydes, glycoxidation (carboxyethyl-lysine [CEL] and carboxymethyl-lysine [CML]), and
lipoxidation (CML, and malondialdehyde-lysine [MDAL]) - were determined as trifluoroacetic acid
methyl esters (TFAME) derivatives in acid hydrolyzed delipidated and reduced mitochondrial protein
samples by GC/MS [21] using a HP6890 Series Il gas chromatograph (Agilent, Barcelona, Spain)
with a MSD5973A Series detector and a 7683 Series automatic injector, a HP-5MS column (30-m X
0.25-mm x 0.25-pm), and the described temperature program [21]. Quantification was performed by
internal and external standardization using standard curves constructed from mixtures of deuterated
and non-deuterated standards. Analyses were carried out by selected ion-monitoring GC/MS (SIM-
GC/MS). The ions used were: lysine and [*Hg]lysine, m/z 180 and 187, respectively; 5-hydroxy-2-
aminovaleric acid and [*Hs]5-hydroxy-2-aminovaleric acid (stable derivatives of GSA), m/z 280 and
285, respectively; 6-hydroxy-2-aminocaproic acid and [°H4]6-hydroxy-2-aminocaproic acid (stable
derivatives of AASA), m/z 294 and 298, respectively; CML and [*H,JCML, m/z 392 and 396,
respectively; CEL and [*H,]JCEL, m/z 379 and 383, respectively; and MDAL and [*Hg]MDAL, m/z 474
and 482, respectively. The amounts of product were expressed as pmoles of GSA, AASA, CML,
CEL or MDAL per mol of lysine.

Fatty acid analyses and global fatty acid unsaturation indexes

Fatty acids from mitochondrial lipids were analyzed as methyl esters derivatives by gas
chromatography (GC) as previously described [22]. Separation was performed by a DBWAX
capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.20 ym) in a GC System 7890A with a Series Injector 7683B
and a FID detector (Agilent Technologies, Barcelona, Spain). ldentification of fatty acid methyl
esters was made by comparison with authentic standards (Larodan Fine Chemicals, Malmo,
Sweden). Results are expressed as mol%.

The following fatty acyl indices were also calculated: saturated fatty acids (SFA); unsaturated fatty
acids (UFA); monounsaturated fatty acids (MUFA); polyunsaturated fatty acids (PUFA) from n-3 and
n-6 series (PUFAN-3 and PUFAN-6); and average chain length (ACL)=[(X%Total;4 x 14) + (2%
Total;sx16) + (X%Total;gx18) + (Z%Total,px20) + (2% Total,»,%22) + (2% Total,4%24)]/100. The
density of double bonds in the membrane was calculated by the Double Bond Index, DBI =
[(1xZmol% monoenoic) + (2xZmol% dienoic) + (3xZmol% trienoic) + (4xZmol% tetraenoic) +
(5%Zmol% pentaenoic) + (6xZmol% hexaenoic)]. Finally, the membrane susceptibility to
peroxidation was calculated by the Peroxidizability Index, Pl= [(0.025xZmol% monoenoic) +
(1xZmol% dienoic) + (2xZmol% trienoic) + (4xZmol% tetraenoic) + (6xZmol% pentaenoic) +

(8%xZmol% hexaenoic)].



Elongase and desaturase activities were estimated from specific product/substrate ratios [23]:
A9(n-9) = 18:1n-9/18:0; A5 (n-6) = 20:4n-6/20:3n-6; A6(n-3) = 24:6n-3/24:5n-3; A6(n-3) = 18:4n-
3/18:3n-3;; ELOVL5(n-6) = 20:2n-6/18:2n-6; ELOVL2 & 5= 22:4n-6/20:4n-6; ELOVL2 & 5 = 22:5n-
3/20:5n-3, and ELOVL2(n-3)= 24:5n-3/22:5n-3. Finally, peroxisomal [(-oxidation was estimated
according to the ratio 22:6n-3/24:6n-3.

Statistical analyses

Values were expressed as means * standard error of the mean (SEM). Comparisons between
groups were analyzed by Two way ANOVA followed by Student’s t tests for paired comparisons
between experimental groups. The minimum level of statistical significance was set at P < 0.05 in

all the analyses.



Results

The AT group showed significantly higher rates of mtROSp than the Control group in the
presence of glutamate/malate, glutamate/malate+rotenone or succinate, but not with
succinate+rotenone or succinate+rotenone+antimycin A (Table 1). The MetR and the MetR+AT
groups showed decreased rates of mtROSp than the controls with glutamate/malate but not with

the other substrates or inhibitors combinations.

The rates of oxygen consumption in states 4 and 3 and the respiratory control ratio of heart
mitochondria are shown on Table 2. No significant differences were detected in any group either

with glutamate/malate or with succinate+rotenone as substrates.

The %FRL with glutamate/malate was significantly lower in MetR and in MetR+AT than in the
controls, while AT increased the %FRL (results not shown). No significant differences in %FRL

were found with succinate.

Both AT and MetR significantly decreased the level of oxidative damage in mtDNA (Fig. 1).
The combined treatment with MetR+AT also decreased the 8-oxodG values compared to the
control group while it showed statistically similar levels than the AT and MetR groups.

Atenolol alone decreased complex | (39KDa subunit) and increased complexes Il, 1l (29KDa)
and IV (Table 3). MetR decreased complex | (39 and 29KDa) and increased complexes Il and Il
(29KDa). MetR+AT showed lower amounts of complex | (39 and 29KDa) than the AT group.
MetR+AT showed higher amounts of complex Il and complex Il (48 KDa) than the MetR or the AT
groups. MetR+AT showed higher complex IV amount than the Control and the MetR groups.

The amounts of AIF and SIRT3 were lower in MetR and MetR+AT than in the Controls (Table
3). AT alone also decreased SIRT3 but not AlF.

Both AT and MetR decreased GSA, AASA, CML and MDAL compared to the Control group
(Fig. 2). The MetR+AT group showed lower GSA than the MetR group, as well as lower AASA and
CML than the AT group. MetR also decreased CEL compared to controls.

Both AT and MetR increased p-ERK and the increase was higher with both treatments
combined (MetR+AT) (Fig. 3).

Concerning fatty acid composition, AT significantly increased 18:1n-9 and 20:5n-3, and
significantly decreased 20:4n-6, 22:5n-6, 22:6n-3, and 24:5n-3 compared to Controls (Table 4).
MetR increased 14:0, 16:1n-7, 18:1n-9, 18:4n-3, 20:1n-9, 20:2n-6, 20:3n-6, 20:5n-3, 22:0, 22:4n-6,
22:5n-3, and 24:0, and decreased 18:0, 18:2n-6, 20:4n-6, 22:5n-6, and 22:6n-3. MetR+AT

produced the same changes than MetR alone except for a lack of change in 22:4n-6 and, in



addition, increased 16:0, 18:3n-3, 20:0 compared to Controls. All the fatty acid values showed
differences between AT and MetR+AT except for 22:4n-6, 24:5n-3 and 24:6n-3. The decrease in
18:0, 18:2n-6, 20:4n-6, 22:5n-6, and 22:6n-3, and the increase in 18:1n-9, 20:0, 20:1n-9, and 20:3n-
6 were stronger in MetR+AT than in MetR.

The DBI and the Pl decreased in AT and in MetR compared to the Control group (Fig. 4). Both
the DBI and the Pl were lower in MetR+AT than in AT or in MetR. Quantitatively, the main fatty acid
changes responsible for these decreases in global membrane unsaturation were the increases in
18:1n-9 and the decreases in 18:2n-6, 20:4n-6, 22:5n-6 and 22:6n-3. Those changes in global
unsaturation occurred without changing SFA and UFA in AT or MetR, while MetR+AT caused only a
minor decrease in SFA and a minor increase in UFA compared to Controls and AT.

Among the enzymes involved in fatty acid synthesis, AT decreased Delta5n-6, Elovl2-5n-3
(22:5/20:5) and Elovi2n-3 (24:5:22:5) and increased Deltabn-3 (24:6/24:5) compared to Controls
(Table 4). Both MetR and MetR+AT increased Delta9n-9, Elovl5n-6, Elovl2-5n-6 (22:4/20:4), and
Deltabn-3 (24:6/24:5), and decreased Delta5n-6, Elovi2-5n-3 (22:5/20:5), Elovl2n-3 (24:5/22:5), and
peroxisomal 3-oxidation. The decrease in Delta5n-6 was stronger in MetR+AT than in AT alone.



Discussion

It is known that long-lived mammals and birds simultaneously show a low rate of mtROSp and a low
degree of membrane fatty acid unsaturation [2-4]. These beneficial characteristics can be
experimentally obtained in a single rodent species by dietary, protein or methionine restriction, or by
pharmacological treatment with atenolol. In the present investigation it is shown for the first time
that the combined treatment with MetR plus atenolol synergically decreases membrane fatty acid
unsaturation and protein oxidation more acutely than the single treatments with MetR or atenolol

alone. In addition, the combined treatment avoids any increase that AT can have on mtROSp.

In the present investigation, MetR decreased the mtROSp of heart mitochondria at complex |
since the decrease was observed with glutamate/malate as substrates but not with
succinate+rotenone or with succinate+rotenone+antimycin A. In the last two conditions electrons
flow from succinate exclusively to complex lll, whereas they flow through both complexes | and Il
with glutamate/malate. This decrease in mtROSp is not due to a simple decrease in mitochondrial
oxygen consumption, since this parameter did not change. It can be due in part to the decrease in
the amount of complex | protein observed in the present investigation, which is in agreement with
previous studies [22,24,25]. However, qualitative complex | changes must also be involved in the
decrease in complex | mtROSp since it was observed with glutamate/malate but not with
glutamate/malate+rotenone, indicating that the decrease in mtROSp only occurs when complex | is
partially reduced. Therefore, MetR induced a decreased tendency of complex | to leak electrons
univalently to oxygen. Such increased efficiency also agrees with the decrease in %FRL observed
in this and previous investigations [22,24,25]. Contrarily to MetR, in the present study it was
observed that AT increased complex | mMtROSp, since the increase was observed with
glutamate/malate or succinate alone, but not with succinate+rotenone. This increase could
counteract the beneficial effects of AT treatment on other oxidative stress-related parameters.
However, the AT-induced increase in mtROSp disappeared in the MetR+AT group, indicating that
the tendency of MetR to lower mtROSp compensates for the tendency of AT to increase it.
Therefore, the combined treatment with MetR+AT avoids deleterious increases in mtROSp that

could tend to abolish other benefits of the AT treatment (see below).

Concerning the cause of the decrease in complex | protein content in MetR, AIF can
be involved. AIF, in addition to apoptotic functions, is also required for mitochondrial oxidative
phosphorylation [26]. AIF is a mitochondrial flavoprotein involved in the assembly/maintenance of
complex I. Therefore, it has been considered a double edged sword having both life and death
functions in cells [26]. Our results show that the amount of AIF was decreased both in the MetR
and in the MetR+AT groups compared to Controls which is consistent with the decrease in the

amount of complex | in these two groups. Simultaneous decreases in the amounts of AlF and



complex | in MetR have been previously observed in rat liver and brain [22,24]. Concerning
changes in other mitochondrial complexes, synergic effects of the combined MetR+AT treatment
were observed for complexes Il and Ill. The increase in complex Il amount in the MetR+AT group
was higher than those observed with the single treatment with AT or MetR, and whereas complex
[l (48KDa) was not increased with AT or MetR alone, it was increased with MetR+AT.

Regarding signaling mechanisms possibly involved in the AT and MetR treatments,
SIRT3 and p-ERK were measured. In mammals, seven sirtuins (SIRT1-7) have been described
[27] and they are emerging as important proteins in aging, stress resistance and metabolic
regulation. Three mammalian sirtuins, SIRT 3, 4 and 5 are located within the mitochondrial matrix.
Among mitochondrial sirtuins, recent studies have highlighted a role for SIRT3 in DR, as well in
management of mitochondrial ROS [28]. It has been found that DR decreases oxidative damage
in mice tissues and prevents age-related hearing loss, but these changes do not occur in SIRT3-
lacking mice [29]. Therefore, in the present study we measured the amount of SIRT3 in order to
clarify if it could be involved in signaling of the MetR effects. Our results show that the amount of
SIRT3 was decreased (instead of increased) in the three experimental groups, AT, MetR, and
MetR+AT. Thus, SIRT3 does not seem to be involved in the decreases in mtROSp and oxidative
stress observed in this investigation. This should not be regarded as contradictory with data from
Someya et al. [29] because it is known that the increase in longevity brought about by both protein
restriction and MetR is only around 50% of that observed in DR models [30]. Therefore, it is
possible that SIRT3 is involved in signaling of the longevity extension effects of DR not controlled
by MetR.

In order to check for the signaling of the atenolol effects, we measured p-ERK. Binding of
hormones and neurotransmitters to B-adrenergic receptors activates adenylyl cyclase increasing
cAMP and then PKA. PKA inhibits Raf-1 which, in turn, stimulates p-MEK and p-ERK. p-ERK
enters the nucleus where it can modify gene expression through the action of many different
molecules. Since adenylyl cyclase stimulates PKA, and PKA inhibits Raf-1, an increase in the
Raf/MEK/ERK pathway is expected when adenylyl cyclase is lacking or B-adrenergic receptors
are blocked (e.g. with atenolol). In agreement with this, an increase in p-MEK and p-ERK has
been observed in tissues of long-lived adenylyl cyclase 5 knock out mice including the heart [13].
This led to propose that the increase in longevity observed in that model was due in part to final
lowering of oxidative stress mediated by the increase in p-ERK. In our case we have also
observed that the two groups treated with atenolol (AT and MetR+AT) have higher levels of p-
ERK. This suggests that the decreases in fatty acid unsaturation and protein oxidative stress
induced by atenolol in the present investigation (see below) can also be due to changes in gene
expression activated by increases in ERK-dependent signaling. In skeletal muscle cells it has

been also shown that protection against exogenous H,O, by IGF-1 pretreatment is brought about



in part by the MAPK/ERK pathway, highlighting the relationship between this signaling pathway
and oxidative stress lowering [31]. In our study, MetR also increased p-ERK, but the increase was
again stronger in the MetR+AT than either single treatment alone, showing again the synergy
between the two treatments. In the present investigation an increase in p-ERK in MetR is observed
for the first time in whole animals in vivo, which agrees with a previous study showing increases in

this signalling protein in primary cultures of rat hepatocytes subjected to MetR in vitro [32].

AT changed the levels of some membrane fatty acids and MetR modified most of
them. The global result was that both AT and MetR decreased the unsaturation degree of the fatty
acids present in the mitochondrial membranes, as reflected in the lower DBI and PI of both the AT
and the MetR groups. Synergy was also observed for this parameter, since the DBI and PI
indexes in MetR+AT animals were lower than with either single treatment alone (AT or MetR).
The fatty acid changes mainly responsible for the decrease in global unsaturation were the
increase in the poorly unsaturated 18:1n-9 and the decrease in the highly unsaturated 20:4n-6,
22:5n-6 and 22:6n-3. Strikingly, these (specially 20:4n-6 and 22:6n-3) are also among the main
fatty acids that change from short-lived to long-lived mammalian or bird species [4,33]. The result
was a decrease in the global fatty acid unsaturation degree without changing the total amount of
saturated or unsaturated fatty acids in the AT or MetR groups, just like what happens when
comparing animal species with different longevities [4,33]. Interestingly, all the variations
observed for all the main fatty acids responsible for the decreases in global membrane
unsaturation showed synergism between the two experimental treatments. Thus, the increase in
18:1n-9, and the decreases in 20:4n-6, 22:5n-6 and 22:6n-3 in the MetR+AT group were stronger

than with any single treatment alone.

Concerning the mechanisms responsible for these fatty acid changes, various desaturase and
elongase enzymes which synthesize strongly unsaturated fatty acids like 20:4n-6 and 22:6n-3
from their dietary precursors seem to be involved. These include Delta5n-6, Elovl2-5n-3
(22:5/20:5), and Elovl2 n-3 (24:5/22:5) which decrease in the AT, MetR, and MetR+AT groups,
while the other desaturase and elongase enzymes quantified can not be responsible because
they were not modified or increased by the treatments. In addition, the strong decrease in
peroxisomal B-oxidation can be important in the case of the decrease in 22:6n-3 induced by
MetR, since it is known that peroxisomal (3-oxidation is involved in the last steps of synthesis of
highly unsaturated fatty acids like 22:6n-3 in the omega-3 synthesis pathway [23]. On the other
hand, the increase in Delta 9n-9 can be responsible for the increases in 18:1n-9 in the MetR and
MetR+AT groups.

The decrease in desaturase and elongases in the n-3 and n-6 series is likely one of the

changes emerging from variation in the expression of nuclear genes as a specific response to f3-



adrenergic-Raf/MEK/ERK signaling. While in the case of DR it is well know that this pro-longevity
manipulation modulates the expression of hundreds of genes, recent information is emerging
indicating that the same occurs during the life-extending response to MetR. It has been shown
that protein restriction modulates the expression of a large number of genes in rat liver [34] and
the same has been recently also shown for MetR in rat liver [35]. In this last study MetR
significantly upregulated 172 and downregulated 113 genes by more than 1.5 fold. Among them,
TagMan gPCR anaysis detected an increase in Elovl6 in adipose tissue and a decrease in Elovl5
in liver. Therefore, it is likely that the changes in particular desaturases, elongases and
peroxisomal B-oxidation detected in the present investigation were similarly induced by MetR
through changes in specific nuclear gene expression, finally contributing to decrease the

unsaturation degree of the mitochondrial membranes.

In our study, a lowering of oxidative damage took place in heart mitochondrial proteins. All the
five protein modification markers measured showed decreases in MetR similarly to what has been
observed in various rat organs during DR and MetR [30]. AT also decreased the levels of GSA,
AASA, CML and MDAL. Decreases in GSA, AASA and MDAL have been previously observed in the
heart of AT-treated mice [12]. Globally, in the present investigation a decrease in protein oxidation,
lipoxidation and glycoxidation was detected with both treatments. Synergy was detected for GSA
which was lower in the MetR+AT than in the AT or MetR groups. AASA and CML were also lower in
the MetR+AT than in the AT group. The decrease in protein modification can be due in part to the
reduced mtROSp in the MetR groups. Concerning the decreased protein modifications observed in
the AT group they can be secondarily due to the decrease in fatty acid unsaturation, which can also
contribute to decrease protein damage in MetR together with the decrease in mtROSp. The
decrease in fatty acid unsaturation lowers the susceptibility to lipid peroxidation and thus decreases
the generation of secondary radicals and lipid peroxidation products which can modify other
macromolecules including proteins. At least in the case of the MetR groups, another factor that could
be involved is an increased catabolism of modified proteins since this has been described together

with decreases in protein oxidation in DR animals [36].

In addition to the decrease in protein oxidative damage, both treatments showed benefits
concerning the level of oxidative damage in mtDNA since it was decreased both in the MetR and in
the AT groups compared to Controls. The decrease in 8-oxodG in MetR is likely due, at least in part,
to the decrease in the rate of mtROSp in this experimental group. A coordinated decrease in these
two parameters has been observed both in DR and in MetR models in previous investigations [30],
whereas when no changes were observed in mtROSp, 8-oxodG levels in mtDNA did not vary either.
However, in the present investigation 8-oxodG was also decreased in the AT group. Such a
decrease can not be due to changes in mtROSp since this parameter did not change in the AT

group. But in the AT animals the global degree of mitochondrial membrane fatty acid unsaturation



decreased as reflected in the lowered DBI and Pl indexes. Such a decrease in fatty acid unsaturation
lowers the susceptibility to lipid peroxidation and thus will lower the production of secondary radicals
which can contribute to reduce 8-oxodG levels in the AT group. This is more likely taking into account
that mtDNA is physically associated with the inner mitochondrial membrane [37,38]. This location
makes mMtDNA especially vulnerable to membrane lipid peroxidation-derived damage. In agreement
with this, previous studies have shown that lowering membrane fatty acid unsaturation by dietary
means lowers 8-oxodG in mtDNA but not in the nuclear DNA of the same tissues and animals [11].
On the other hand, at variance with protein oxidation, the decrease in oxidative stress obtained by
lowering mtROSp and the DBI and Pl were not synergic in the case of mtDNA oxidative damage
since it was similar in MetR+AT compared to the MetR or AT groups.

In summary, in this investigation it is shown that the two oxidative stress-related characteristics
typical of long-lived animals, a low rate of mtROS generation and a low fatty acid unsaturation
degree, can be obtained experimentally in rat heart mitochondria with the combined application of
methionine restriction and atenolol treatments. MetR and AT showed synergic effects concerning
global fatty acid unsaturation, the main changes in particular fatty acids, amounts of complex Il and
lll, p-ERK, and protein oxidative modification. In addition, MetR totally abolished the increase in
MtROSp induced by AT. Future studies are needed to ascertain whether these beneficial effects are

also observed in other organs, cellular fractions and animal species.
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Table 1. Reactive oxygen species (ROS) production rates of rat heart mitochondria in

Control, AT, MetR, and MetR+AT groups under different assay conditions.

Control AT MetR MetR+AT
Glu/mal 0.17+0.02 0.26+0.03 0.09+0.01? 0.1520.03"°
Glu/mal+rotenone 2.07+0.20 2.60+0.20° 1.72+0.11 1.934£0.17
Succinate 2.89+0.27 3.66+0.32° 2.27+0.37 2.84+0.41
Succinate+rotenone 0.55+0.08 0.72+0.08 0.52+0.04 0.60+0.10
Succinate+rotenone+AA 5.54+0.24 5.94+0.33 0.5.68+0.24 5.98+0.35

Values are means = SEM (nmoles of H,O,/min - mg protein) from 6-8 different animals.
Glu/mal = glutamate/malate. AA = Antimycin A. a= significantly different from Control
group; b = significant difference between the AT and the MetR+AT groups; ¢ = significant
difference between the MetR and the MetR+AT groups.



Table 2. Oxygen consumption rates and respiratory control ratio of heart mitochondria
in Control, AT, MetR, and MetR+AT rats.

Control AT MetR MetR+AT
Glu/mal (Sate 4) 43.0¢4.3 42.7+4.6 414448 38.5+44
Glu/mal (State 3) 182.3+18.4 170.3£19.1 136.5+11.5  183.9+17.5
Glu/mal (RCR) 43106 41104 3.610.4 4.9+0.4
Succinatetrotenone (State 4) 101.7£8.9 106.0£9.9 109.6£16.0 125.1£12.2
Succinate+rotenone (State 3) 252.3£15.6 256.5£30.8 262.0£22.5 272.1£28.5
Succinatetrotenone (RCR) 2.6+0.1 2.5+0.1 2.5+0.1 2.6+0.1

Values are means + SEM (nmoles of O,/ min - mg protein) from 7-8 different animals.
State 4: oxygen consumption in the absence of ADP. State 3: oxygen consumption in the
presence of 500uM ADP. Glu/mal = glutamate/malate. RCR: Respiratory control ratio.



Table 3. Amounts of respiratory complexes, AIF, and SIRT3, in Control, AT, MetR,

and MetR+AT groups.

Control AT MetR MetR+AT

Complex | (39 KDa) 0.27+0.006 0.25+0.005% 0.23+0.002* 0.23£0.005*°
Complex | (29KDa) 0.33+0.029 0.260.005 0.21£0.0322 0.180.005%"
Complex Il 0.40+0.019 0.73+0.0782 0.82+0.1132 1.22+0.018*P¢
Complex IIl (48KDa) 0.15+0.010 0.19+0.007 0.21+0.008 0.3120.0342"¢
Complex Il (29KDa) 0.610.007 0.78+0.062° 0.80+0.0272 0.88+0.020%
Complex IV 1.41£0.054 1.79£0.083% 1.42+0.080 1.96+0.109%¢
AIF 0.41£0.005 0.34+0.045 0.33+0.004* 0.33£0.014%
SIRT3 0.56+0.024 0.37+0.042° 0.42+0.013° 0.34+0.011°

Values are means + SEM from 3 different animals. Values are relative units from ratio
densitometry ETC peptide or factor/densitometry porin. a= significantly different from
Control group; b = significant difference between the AT and the MetR+AT groups; ¢ =
significant difference between the MetR and the MetR+AT groups.



Table 4. Fatty acids, desaturases and elongases of heart mitochondria in Control, AT,
MetR, and MetR+AT rats.

Control AT MetR MetR + AT
14:0 0.34+0.05 0.56+0.05 0.9820.05% 1.11£0.122°
16:0 12.31£0.37 12.11£0.25 13.08+0.28 13.47+0.312P
16:1n-7 0.3420.01 0.36£0.01 0.7320.072 0.80£0.04%"
18:0 22.4020.19 22.54+0.19 19.44+0.35 17.35+0.45°PC
18:1n-9 8.050.17 10.83+0.45% 14.51+0.43° 20.98+1.13%"¢
18:2n-6 19.21£0.18 19.70+0.34 17.16+0.38° 15.43+0.37P°
18:3n-3 0.46£0.04 0.39+0.04 0.6520.07 0.68+0.087°
18:4n-3 0.3120.04 0.30£0.05 0.6620.06% 0.90£0.13%"
20:0 0.44+0.05 0.33+0.01 0.60+0.04 1.18+0.25%P€
20:1n-9 0.34£0.02 0.34+0.04 0.56+0.032 0.81£0.10%P¢
20:2n-6 0.52+0.03 0.54+0.03 0.7320.04% 0.7420.07%"
20:3n-6 0.48+0.02 0.56+0.03 1.46+0.16% 2.28+0.29%P¢
20:4n-6 21.6020.19 20.09+0.33% 16.85+0.28° 14.31£0.50*P°
20:5n-3 0.1240.01 0.24%0.02% 0.47+0.02% 0.53+0.08%"
22:0 0.160.01 0.200.02 0.65+0.082 0.7520.06%"
22:4n-6 1.30+0.06 1.19+0.02 1.70£0.20% 1.28+0.08°
22:5n-6 4.72%0.27 3.58+0.09% 2.99+0.272 1.98+0.20%P°
22:5n-3 0.9620.05 1.010.06 1.64+0.12% 1.73+0.152°
24:0 0.430.02 0.45+0.03 0.89+0.08% 0.75+0.08%"
22:6n-3 5.24+0.17 4.49+0.16° 4.02+0.18% 2.680.22%P¢
24:5n-3 0.12£0.01 0.06+0.005% 0.09£0.007 0.0920.02
24:6n-3 0.03+0.005 0.03£0.002 0.0520.004 0.0620.01
ACL 18.73£0.02 18.62+0.012 18.60+0.03% 18.4620,02*°°
SFA 36.1120.25 36.2320.37 35.6620.41 34.630.51%P
UFA 63.8820.25 63.7620.37 64.330.41 65.3620.51%P
MUFA 8.74£0.19 11.53+0.46% 15.81+0.46° 22.60%1.11%°¢
PUFA 55.1320.44 52.23+0.64% 48.510.712 42.76+0.897PC
PUFAn-3 7.27+0.16 6.55+0.232 7.61+0.19 6.70+0.25°
PUFAN-6 47.8620.42 456740642 40.900.69% 36.0520.74%"¢
Deltad n-9 0.35+0.008 0.48+0.01 0.74+0.02% 1.210.06*P¢
Elovi5 n-6 0.02+0.001 0.02:0.001 0.04+0.0022 0.04+0.005%"
Elovi2-5 n-6 (22:420:4) 0.06+0.002 0.05+0.001 0.1040.012 0.09+0.005%°
Delta5 n-6 44.80+2.00 36.95+2.89° 12.30+1.39 7.57+1.50%"
Elovl2-5 n-3 (22:5/20:5) 7.96+0.36 4.51+0.63% 3.50+0.35% 3.85+0.67%
Elovl2 n-3 (24:5/22:5) 0.13+0.02 0.05+0.002° 0.05+0.005% 0.06+0.01%
Deltabn-3 (24:6/24:5) 0.3320.05 0.65+0.032 0.66+0.05 0.67+0.06%
Delta6 n-3 (18:4/18:3) 0.68+0.07 0.78+0.11 1.19+0.29 1.48+0.25*°
Peroxisomal p-oxidation 148.13+£25 56 119.00+7.39 71.4627.70% 55.96+10.83%°

Values (moles %) are means + SEM from 5-8 different animals. Abbreviations and
calculations of fatty acid classes, desaturases and elongases are explained in the
Materials and Methods section. a= significantly different from Control group; b = significant
difference between the AT and the MetR+AT groups; ¢ = significant difference between the
MetR and the MetR+AT groups.



Figure Legends

Fig. 1. Oxidative damage to mtDNA in heart mitochondria from Control, AT, MetR and MetR+AT rats.
Values (8-oxodG/10° dG) are means + SEM from 6-7 different animals. a= significantly different from

Control group.

Fig. 2. Protein oxidation, glycoxidation and lipoxidation indicators in heart mitochondria from Control, AT,
MetR and MetR+AT rats. Values are means + SEM from 7-8 different animals and are expressed as
percentage of those in the controls for each protein modification marker. Control values: 4,950.75+149.31
(glutamic semialdehyde, GSA); 293.14+9.05 (AASA, aminoadipic semialdehyde, AASA); 315.72+17.10
(carboxyethyl-lysine, CEL); 1,732.91+95.99 (carboxymethyl-lysine, CML); 372.20+37.59
(malondialdehyde-lysine, MDAL). Units: umol/mol lysine. a= significantly different from Control group; b =
significant difference between the AT and the MetR+AT groups; ¢ = significant difference between the
MetR and the MetR+AT groups.

Fig. 3. Phosphorylated extraxcellular-signalling regulated kinase (p-ERK) in Control, AT, MetR and
MetR+AT rats. Values are means = SEM from 3 different animals. p-ERK values were calculated as p-
ERKZ1/2 divided by total (non-phosphorylated) ERK1/2. a= significantly different from Control group; b =
significant difference between the AT and the MetR+AT groups; ¢ = significant difference between the
MetR and the MetR+AT groups.

Fig. 4. Global indexes of membrane fatty acid unsaturation in heart mitochondria from Control, AT, MetR
and MetR+AT rats. DBI = double bond index; Pl = peroxidizability index (for calculations see Materials and
Methods). Values are means + SEM from 7-8 different animals. a= significantly different from Control
group; b = significant difference between the AT and the MetR+AT groups; ¢ = significant difference
between the MetR and the MetR+AT groups.
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DISCUSION

1. RESUMEN DE LOS RESULTADOS MAS SIGNIFICATIVOS

Los resultados mas significativos y conclusiones parciales de la presente tesis se

exponen a continuacion:

Capitulo I: Efecto de la restriccion de metionina en la dieta sobre el estrés oxidativo

mitocondrial

OBIJETIVO 1: La restriccion de metionina reduce la produccién mitocondrial de
radicales libres, el dafio oxidativo y el grado de metilacion del ADN gendmico en el
corazdén de rata.

La restriccion isocaldrica de metionina al 40% a corto plazo (7 semanas) disminuyd
la produccién mitocondrial de ROS exclusivamente en el complejo | y redujo el dafio
oxidativo al ADN mitocondrial, con un descenso en ambos casos del 15%. Esta
intervenciéon también disminuyé los marcadores de lipoxidacién, glicoxidacion vy
oxidacion proteica y el grado de metilacion del ADN gendmico en el corazén de rata
Wistar. El tratamiento no produjo cambios significativos en el consumo de oxigeno
mitocondrial, asi como tampoco en la cantidad de los complejos respiratorios (I a V),
del factor inductor de apoptosis (AIF), de la enzima antioxidante MnSOD ni de la
Sirtuina 5. Tampoco se vio modificado el grado de insaturacién de los 4cidos grasos de
membrana. Los resultados indican que la metionina podria ser el factor dietético
responsable de la disminucién de la producciéon mitocondrial de ROS y del dafio
oxidativo y de parte del incremento de longevidad que se produce en la restriccién de

dieta y en la restriccion de metionina al 80%.

OBJETIVO 2: La restriccion de metionina es efectiva cara a disminuir el estrés
oxidativo en el higado de rata cuando se lleva a cabo en animales de edad avanzada,

de forma similar a lo que ocurre en animales jovenes.

La restriccion isocalérica de metionina al 40% a corto plazo (7 semanas)
implementada en animales de edad avanzada (24 meses) disminuyd la produccion
mitocondrial de ROS y la fuga de radicales libres en el complejo | al comparar tanto con
animales viejos como con jévenes control y redujo el dafio oxidativo al ADN
mitocondrial en comparacién con los animales viejos control. Ademds, no se

detectaron cambios en estos parametros entre los animales jovenes y viejos control.

173



DISCUSION

La oxidacion, lipoxidacidn y glicoxidacidn proteica se incrementaron con la edad y la
restriccion de metionina aplicada en animales viejos revirtid parcial (en el caso del
marcador CEL) o totalmente (en los casos de los marcadores GSA, AASA y CML) estos
aumentos. Los animales viejos control mostraron mayor cantidad de Sirtuina 1, y la
restriccion de metionina redujo sus niveles y los del factor de transcripcion
mitocondrial A (TFAM) e incrementd la cantidad del complejo IV. El resto de complejos
respiratorios, factores antioxidantes (Nrf2 y MnSOD) y la proteina clave para la
biogénesis mitocondrial, PGC1, no se vieron modificados ni por el envejecimiento ni
por el tratamiento, al igual que sucedid con el grado de metilaciéon del ADN. Nuestros
resultados indican que las ratas viejas conservan la capacidad de disminuir el estrés
oxidativo en respuesta a un periodo corto de restriccion de metionina al 40%, de forma

similar a lo que ocurre en animales jovenes.

Capitulo II: Modulacién del estrés oxidativo mitocondrial mediante el blogueo de la

senalizacion B-adrenérgica

OBIJETIVO 3: El tratamiento con el B-bloqueante atenolol modula la composicion
lipidica y disminuye el dafio oxidativo a proteinas mediante un incremento de la

sefializacion p-ERK en corazon de raton C57BL/6.

El bloqueo de la sefalizacion B-adrenérgica mediante el tratamiento con el
blogueante B1-adrenérgico, atenolol, no modificd la produccién mitocondrial de ROS
ni el dafio oxidativo al ADN mitocondrial. En cambio, si afecté al otro parametro que
relaciona longevidad y estrés oxidativo: el grado de insaturacion de los acidos grasos
de membrana. El tratamiento con atenolol disminuyd el nimero de dobles enlaces
(DBI) con un descenso del 30% vy el indice de peroxidizabilidad (PI) en un 40%, lo que
principalmente se debid a la disminucion de los acidos grasos altamente insaturados:
22:6n-3y 20:4n-6 y al incremento de los saturados y monoinsaturados: 18:1n-9, 16:1n-
7 y 16:0. La oxidacién y lipoxidacién proteica se vieron disminuidas por el tratamiento
con atenolol, mientras que la glicoxidaciéon proteica se incrementd en los ratones
tratados con el farmaco. La cantidad de los complejos respiratorios | y IV, al igual que
la cantidad de la proteina de sefializacion p-ERK fue mayor en los animales tratados

con atenolol. Nuestros resultados sugieren que el incremento de longevidad
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observado en los ratones AC5KO podria estar relacionado con la disminucién del grado
de insaturacion de los acidos grasos de membrana y el consiguiente menor dafio
lipoxidativo a las proteinas celulares, que podria estar inducido por un incremento en
la sefalizacién mediada por la proteina p-ERK, como ha sido descrito tras 2 semanas de

tratamiento con atenolol.

Capitulo lll: Efectos sinérgicos e independientes del tratamiento conjunto de la

restriccion de metionina en la dieta v el blogueo de la sefializacion B-adrenérgica

sobre el estrés oxidativo mitocondrial.

OBIJETIVO 4: El tratamiento simultaneo con el B-bloqueante atenolol y la
restriccion de metionina en la dieta es mas eficiente que cualquiera de los dos
tratamientos por separado en disminuir el grado de insaturacion de los acidos grasos
de membrana y la modificaciéon proteica, asi como en incrementar la proteina de

sefalizacion p-ERK.

La restriccidn isocaldrica de metionina al 40% a corto plazo (7 semanas) disminuyd
la produccién mitocondrial de ROS y la cantidad del complejo I. Sin embargo, el
tratamiento con atenolol incrementé la produccidon mitocondrial de radicales libres del
complejo I, aunque este incremento fue revertido cuando ambos tratamientos se
llevaron a cabo conjuntamente, al igual que sucedié con la fuga de radicales libres, que
incluso fue menor en el tratamiento conjunto que en los animales control. Tanto la
restriccion de metionina como el tratamiento con atenolol implementados por
separado, estimularon la fosforilacion de la proteina de senalizacion ERK,
disminuyeron el dafo oxidativo al ADN mitocondrial y a las proteinas, asi como el
grado de insaturacién de los acidos grasos de membrana, lo que pudo deberse, al
menos en parte, a la disminucién de las actividades desaturasa y elongasa o a la B-
oxidacién peroxisdmica. Ambos tratamientos implementados de forma conjunta
mostraron efectos sinérgicos sobre la disminuciéon de la insaturacién de los acidos
grasos de membrana, con una magnitud de descenso de un 20% en el caso del DBl y de
un 30% en el del Pl, y sobre la disminucion de la oxidacién proteica. Ademas, la
proteina p-ERK (con un incremento de un 160%) también se vio aumentada de manera

mucho mas acusada cuando ambos tratamientos se llevaron a cabo simultdneamente.
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Tabla D1: Cambios en los parametros relacionados con el estrés oxidativo en
distintas intervenciones experimentales.

Intervencién Organo  ROS Cantidad  opFpL 8-oxodG ~ Marcadores

complejos ADN mt dafio proteico
. CxI CxI, 11, CxI
Higado ¥ cuqr Yyry v v Cx v v Sanzetal,
RMet 80% 2006d
Corazén ¢ CxI yCxIy IV ¥ CxI 4 v
[ i CxI CxI, 11, CxI Caro et al.,
Higado ¥y cmr Yrryv v v v 2008
CxI CxI, 11, CxI =
Cerebro ¥ Yoy v Caro et al.,
2009a
RMet 40%1{ iz §OXI poxIv Il ]
¥ CxI = n.d. v V¥ Objetivo 1
Corazoén
¥ CxI ¥ o 4 CxI } y  Objetivo 4
4 cxily 101
RMet 40 .
3 odades  Higado  §OxI 4 CxIv §Cxl 1 { Objetivo 2
avanzadas
RESTAAS 40% Higado = = = = v Caroetal,
2009b
SupMet 2,5% Higado CxI Cx IV CxI = Gomez et
up ° e t v & t t al., 2009
. ¥ Cx1 Objetivo 4
RMet 40% Corazon = * CxI * * jetivo
+ Atenolol 4 cxiry 11

Las intervenciones que se exponen en la presente tesis se sefialan en negrita. El resto de
resultados proceden de trabajos previos con RMet al 80%; RMet al 40%, RESTAAS
(restriccion de aminoacidos excepto metionina) y SupMet (suplementacién de metionina en
la dieta). Ref: Referencias; Cx: Complejo Respiratorio; ROS: producciéon mitocondrial de
ROS; = Sin cambios; P incremento; | disminucion. Todas las intervenciones se realizaron en
rata.
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Tabla D2: Cambios en los parametros relacionados con la composicién lipidica y
estrés oxidativo en distintas intervenciones experimentales.

. . 18:2n-6 20:4n-6
Intervencion Organo DBI PI  SFA PUFA 18:3n-3 22:6n-3 MDAL  Ref.

, _ Ayala et
RProt 40% Higado ¥V ¥ = V t V \ al?',azaog7
Higado \ \ t \ B \ v Sanz et
RMet 80% al., 2006d
Corazén ¢ v 4 v 4 \ \
Caro et
( Higado = = = = =  ¥20:4n-6 ¥ al, 2008
Cerebro = = = = = = + Caro et
al., 2009b
RMet 40% < RGN _ _ _ - = = ¥
_ _ _ = = = v Objetivo 1
Corazon
\ v v o= v $18:3n-3 V | Objetivo 4
Atenolol*  Corazén v + = v = v ¥ Objetivo 3
Atenolol  Corazén ¥ = = = Vv ¥ Objetivo 4
RMet 40% (oo o0 } } il 418:3n-3 v | Objetivo 4
+ Atenolol

Las intervenciones que se exponen en la presente tesis se sefialan en negrita. El resto de
resultados proceden de trabajos previos con RProt (restriccion de proteinas); RMet al 80% y
RMet al 40%. Ref.: Referencia; DBI: Indice de dobles enlaces; PI: Indice de
peroxidizabilidad; SFA: Acidos grasos saturados; PUFA: Acidos grasos poliinsaturados;
MDAL: Malondialdehido lisina; = Sin cambios; “incremento;  disminucién. *= Este
experimento se llevé a cabo con ratones C57BL/6. El resto se realiz6 en rata.
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2. EFECTO DE LA RESTRICCION DE METIONINA A CORTO PLAZO SOBRE EL
ESTRES OXIDATIVO MITOCONDRIAL EN EL CORAZON DE RATA

La manipulacidon experimental mejor conocida que disminuye la velocidad de
envejecimiento en multiples organismos es la restriccién de dieta (RD) (McCay et al.,
1935). Aunque los mecanismos a través de los cuales ejerce sus efectos no estan
claros, si se ha demostrado que la RD disminuye la generaciéon mitocondrial de ROS en
el complejo | y el estrés oxidativo mitocondrial en multiples tejidos en roedores
(Gredilla y Barja, 2005). Con el fin de determinar el componente de la dieta causante
de esta disminucidn, diversos trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio han
demostrado que la restriccion de proteinas (RP) también disminuye la produccién
mitocondrial de ROS en el complejo | y el dafio oxidativo mitocondrial en el higado de
rata (Sanz et al., 2004; Ayala et al.,, 2007), al igual que incrementa la longevidad
maxima en roedores, pero en menor magnitud que la RD (Ross, 1961; Barrows et al.,
1975; Leto et al., 1976; Goodrick, 1978). En cambio, ni la restriccion de lipidos (Sanz et
al., 2006b) ni la de hidratos de carbono (Sanz et al., 2006¢) modifica estos parametros
y ambas intervenciones carecen de efecto sobre la longevidad en roedores (Ross,

1976; Khorakova et al., 1990; Shimokawa et al., 1996)

Con el objeto de intentar encontrar el componente proteico responsable de la
disminucion en el estrés oxidativo mitocondrial durante la RD y la RP, en nuestro
laboratorio nos centramos en el aminoacido metionina debido a que numerosos
indicios apuntan a este aminoacido como agente clave en el envejecimiento:
1) Diversos estudios confirman que la restriccion de metionina isocalérica incrementa
la longevidad de rata y ratén (Orentreich et al., 1993; Richie et al., 1994; Miller et al.,
2005; Sun et al., 2009), de forma similar a como lo hace la RP (Ross, 1961; Barrows et
al., 1975; Leto et al., 1976; Goodrick, 1978), aunque en ambos casos con menor efecto
que la RD; 2) La ingesta excesiva de metionina en la dieta es toxica y esta toxicidad es
mucho mayor que la producida por cualquier otro aminoacido (Harper et al., 1970)
provocando dafio en drganos vitales (como el aparato cardiovascular) e incrementos
en el estrés oxidativo de numerosos tejidos (Mori y Hirayama, 2000; Hidiroglou et al.,
2004; Park et al.,, 2008; Gomez et al., 2009); 3) La sobreexpresion de la enzima

metionina sulfoxido reductasa (enzima que reduce la metionina sulfoxido a metionina
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en una reaccién dependiente de tiorredoxina) incrementa la longevidad en D.
melanogaster (Ruan et al., 2002; Chung et al., 2010) y la manipulacién contraria
incrementa el dafio oxidativo a proteinas y disminuye la longevidad (Moskovitz et al.,
2001). Ademas, existen evidencias que apoyan el papel de esta enzima como agente
protector contra el estrés oxidativo y regulador del envejecimiento en la mosca de la
fruta (Lim et al., 2012); 4) Se ha demostrado que los ratones longevos Ames dwarf
tienen el metabolismo de la metionina alterado y muestran un incremento en la via de
transulfuracion de este aminoacido (Uthus y Brown-Borg, 2006). Ademas,
recientemente ha sido descrito como el tratamiento con metformina incrementa la
longevidad en C. elegans a través de la alteracion de enzimas implicadas en el
metabolismo de la metionina (Cabreiro et al., 2013); 5) Aunque existe cierta
controversia, parece que el contenido en metionina de las proteinas correlaciona
inversamente con la longevidad maxima en los mamiferos (Ruiz et al., 2005), lo que
tiene sentido puesto que se trata de uno de los aminoacidos mas sensibles al ataque

por ROS (Moskovitz et al., 2001).

Por otro lado, ademas de sus efectos sobre la longevidad, la restriccion de
metionina al 80% también disminuye la incidencia de enfermedades degenerativas y
conlleva numerosos efectos beneficiosos, algunos similares a los observados en
animales sometidos a restriccion de dieta, como: la disminucidon de los niveles séricos
de IGF-1, insulina, glucosa, triglicéridos y hormona del crecimiento (Perrone et al.,
2012a), el retraso de la aparicidon de alteraciones en el sistema inmune y el desarrollo
de cataratas (Miller et al., 2005) y la reduccién del tejido adiposo (Malloy et al., 2006).
Ademas también ha sido descrito su posible papel como inhibidor del crecimiento de
tumores en casos de canceres que exhiben cierta dependencia de metionina (Hoffman,
1985, Komninou et al., 2006). Ademas, las similitudes con la restriccion de dieta
también incluyen los efectos sobre el estrés oxidativo. Un estudio llevado a cabo en
nuestro laboratorio con restriccion de metionina demostrd, por primera vez, que la
restriccion de este aminoacido al 80% a corto plazo disminuia la generacion de
radicales libres en el complejo | y el dafio oxidativo mitocondrial en el corazén (Sanz et
al., 2006d). Sin embargo, frente a los cambios beneficiosos que ejerce esta

intervencion nutricional, también se observaron efectos negativos como Ia
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disminucion de la tasa de crecimiento y el tamafio corporal final (Caro et al., 2008),

cambios también descritos en la restriccion de dieta (Gredilla et al., 2001a,b).

Con el fin de evitar estos efectos negativos conservando los beneficiosos, en la
presente tesis se ha estudiado el efecto de un menor nivel de restriccion de metionina
y se ha demostrado que la restriccion de metionina al 40% a corto plazo disminuye la
generacion de radicales libres en el complejo | y el estrés oxidativo mitocondrial en el
corazon, al igual que la restriccion de metionina al 80%, pero sin efectos negativos
sobre el crecimiento y el tamafo corporal. Aunque el envejecimiento produce un
deterioro funcional y estructural de forma progresiva en multiples érganos, tiene en
particular efectos muy marcados en el sistema cardiovascular (Fontana et al., 2012). El
corazon, al ser un tejido postmitético, manifiesta mejor los efectos perjudiciales del
paso del tiempo y esto lo convierte en un érgano clave en estudios de envejecimiento.
Por tanto, cualquier intervencidn capaz de retrasar dicho proceso de envejecimiento
también protegerd frente a desdrdenes cardiovasculares, una de las mayores causas

de mortalidad en el mundo desarrollado.

La reduccidn de la produccién mitocondrial de radicales libres en corazén tras la
restriccion de metionina al 40% se produjo exclusivamente en el complejo | con una
magnitud del 15%, menor que el descenso observado en el estudio llevado a cabo con
restriccion de metionina al 80%, por lo que puede existir un efecto dosis-dependiente
del grado de reduccion de este aminoacido en la dieta sobre la produccién
mitocondrial de ROS. Llama la atencion que la restriccidon de dieta no induce cambios
en la produccién mitocondrial de radicales libres en este érgano tras un periodo corto
de tratamiento, 7 semanas, que es el que ha sido llevado a cabo en nuestro estudio,
siendo necesaria una restriccién de dieta de 1 afio para observar efectos sobre la
produccién mitocondrial de radicales libres en el corazén (Gredilla et al., 2002). Queda
claro por tanto que el efecto de la restriccién de metionina sobre la produccién de
radicales libres es mas acusado que el de la restriccién de dieta, que necesita mas
tiempo para ejercer efectos sobre este pardametro. Ademas, aumentar el porcentaje de
restriccion de este aminodcido en la dieta también ejerce un efecto mas intenso sobre
la produccion mitocondrial de ROS. De forma similar a lo que ha sido descrito en

nuestro trabajo, la restriccion de metionina al 40% en otros drganos vitales como
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rifdn, cerebro e higado también induce la disminucidn de la produccidn de radicales
libres en el complejo | (Tabla D1). En el caso de la suplementaciéon de metionina en la
dieta (2,5% final en dieta) esta intervencién incrementé la produccién de radicales
libres en el complejo | en las mitocondrias hepdticas de rata. Sin embargo, dicha
manipulacion no modificé la produccién mitocondrial de ROS en corazén de rata
(Gomez et al., 2009). Por lo tanto, parece que el tejido hepatico muestra mayor
sensibilidad a los efectos de la suplementacidon de metionina en la dieta, que podrian
ser considerados 6rgano-especificos, de forma diferente a lo que ha sido descrito en
restriccion de metionina al 40%, que disminuye la produccién mitocondrial de
radicales libres en todos los érganos estudiados hasta la fecha: rifidn, cerebro, higado y
corazon (Tabla D1). En cualquier caso, el incremento de la producciéon de radicales
libres en las mitocondrias hepdticas como resultado de la suplementacién de
metionina en la dieta podria constituir un mecanismo posible para explicar la
hepatotoxicidad descrita en los animales sometidos a esta intervencidén. Respecto al
papel que podrian jugar los aminodcidos (sin tener en cuenta la metionina) sobre el
estrés oxidativo, existe un trabajo que demuestra que el tratamiento con una dieta en
la que todos los aminoacidos fueron restringidos al 40% excepto la metionina, durante
7 semanas, no modificé la produccién mitocondrial de ROS en el higado de rata (Caro
et al., 2009b). Por lo tanto, de acuerdo con nuestros datos y con los trabajos previos
llevados a cabo en nuestro laboratorio, la disminucion de la produccion de radicales
libres por el complejo | podria estar mediada unicamente por la reduccion de la

ingesta de una sola molécula, el aminoacido metionina.

Como se comentd en la introduccion, el consumo de oxigeno mitocondrial puede
modificar la produccién mitocondrial de ROS a través de alteraciones en el flujo
electrénico y en la presion parcial de oxigeno. A pesar de que en nuestro estudio la
restriccion de metionina incrementdé el consumo de oxigeno, lo hizo sélo en el estado
fosforilante (con ADP) y con el sustrato del complejo I, succinato, por lo que esto no
explica la disminucion de la produccién de radicales libres observada en nuestro
estudio, dado que esta se produjo sélo con el sustrato del complejo |, piruvato, el
inhibidor rotenona y sin ADP. Variaciones en el consumo de oxigeno se han detectado

también en el corazon pero con el sustrato del complejo | en el trabajo con restriccion
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de metionina al 80% (Sanz et al., 2006d). Sin embargo, en ese caso, las dietas utilizadas
fueron ligeramente diferentes a las utilizadas en la presente tesis, siendo la
disminucion de metionina compensada con el incremento de acido glutamico, lo que
los autores propusieron como responsable del incremento del consumo de oxigeno
detectado en ese estudio. En nuestro trabajo y en otros previos con restricciéon de
metionina al 40% no se observa efecto alguno sobre el consumo de oxigeno con el
sustrato del complejo |, por lo que la modulacién de la produccién mitocondrial de
radicales libres debe estar respondiendo a otros factores, explicacion que serd

abordada con detalle en el apartado 6.

De acuerdo con la disminucién de la produccién mitocondrial de radicales libres
gue se observa en nuestro trabajo y con una magnitud de descenso similar, la
restriccion de metionina al 40% redujo el dano oxidativo al ADN mitocondrial
(estimado como los niveles de 8-oxodG) en un 16% en el corazéon de rata, lo que
sucedié también durante la restricciéon de metionina al 80% en corazén pero con un
descenso mayor, del 36% (Sanz et al., 2006d). La reduccién del dafio oxidativo al ADN
bajo la restriccion de metionina al 80% también ha sido descrita en un trabajo reciente
llevado a cabo por Maddineni y colaboradores, en el que se obtiene la disminucidn de
los niveles del marcador 8-hidroxidesoxiguanosina en plasma desde el primer mes de
tratamiento (Maddineni et al., 2013). De forma similar a lo que habia sido observado
respecto a la generacidén de radicales libres, la restriccion de dieta no indujo el
descenso del dafo oxidativo al ADN mitocondrial cuando el tratamiento se produjo a
corto (6 semanas) o medio plazo (4 meses) siendo necesario un periodo de 1 afio de
restriccion de dieta para detectar efectos sobre los niveles de 8-oxodG en el ADN
mitocondrial (Gredilla et al., 2002). Por lo tanto, el efecto que ejerce la restriccion de
metionina sobre la produccion de ROS y el consiguiente dafio oxidativo al ADN
mitocondrial en corazén es mas efectivo que el de la restriccién de dieta, lo que encaja
bastante bien con la idea de que la metionina podria ser la responsable de la reduccién
de la produccién de dafio y la acumulacién de éste. Los resultados obtenidos muestran
que la restriccion de metionina al 40% es suficiente para disminuir el dafio oxidativo al
ADN mitocondrial, aunque la magnitud del descenso es menor que lo obtenido con la

restriccion de este aminodcido al 80% (Sanz et al., 2006d). Estudios llevados a cabo en
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otros érganos con restriccion de metionina al 40% también han demostrado que esta
intervencién disminuye el dafio oxidativo al ADN mitocondrial en rifién e higado pero
no en cerebro (Caro et al., 2008; Caro et al., 2009a). Dado que los radicales libres
pueden producir roturas en la cadena de ADN ademds de oxidar las bases, la
restriccion de metionina podria contribuir a extender la longevidad mediante la
disminucion de mutaciones y de generacion de fragmentos de ADN mitocondrial y, por
lo tanto, de su menor acumulacién en el ADN nuclear segun el mecanismo de insercién
de fragmentos de ADN mitocondrial en el ADN nuclear (Richter, 1988; Caro et al.,

2010).

Respecto al dafio a proteinas y de forma similar a lo observado sobre el dano al
ADN mitocondrial, la restriccion de metionina al 40% condujo a descensos
significativos en los niveles de todos los marcadores de oxidacion proteica analizados:
GSA y AASA (marcadores de oxidacién), CEL y CML (de glicoxidacion) y MDAL (de
lipoxidacion) en corazdn de rata. El mayor descenso (58%) fue observado en el caso del
marcador de dafio lipoxidativo: MDAL, mientras que los otros marcadores de
modificacidon proteica disminuyeron entre un 19% y un 35%, lo que podria estar
indicando el papel destacado de este marcador, MDAL bajo esta intervencion
nutricional. El descenso en estos marcadores coincide con la disminucién de la
produccién mitocondrial de radicales libres y ha sido previamente descrito también en
trabajos de restriccion de metionina al 80% (Sanz et al., 2006d; Ayala et al., 2007) y de
restriccion de dieta en corazén a medio plazo (Pamplona et al., 2002a,b). De forma
similar, un trabajo reciente ha descrito la disminucién en plasma de los marcadores 8-
isoprostano (de peroxidacion lipidica) y GSH unido a proteina (como marcador de
oxidacién proteica) tras la restriccion de metionina al 80% durante 6 meses con
resultados detectables desde el primer mes (Maddineni et al.,, 2013). Por lo tanto,
nuestros resultados junto con los obtenidos en otros trabajos refuerzan la idea de
que la metionina es la responsable del descenso en el dafio oxidativo asociado a la

restriccion de dieta.

Debido a que el marcador que sufrié el mayor descenso tras la intervencion
nutricional, el MDAL, es dependiente de la peroxidacion lipidica y esta a su vez lo es del

numero de dobles enlaces por acido graso, en nuestro trabajo también se analizé Ia
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composicion total de los acidos grasos de las mitocondrias cardiacas. La restriccion de
metionina al 40% no modificéd el nimero total de dobles enlaces (DBI) ni el indice de
peroxidizabilidad (Pl), tan solo indujo cambios leves en tres acidos grasos, el aumento
del 4cido graso 16:1n-7 y descensos de los acidos grasos 18:0 y 22:5n-3. Estos cambios
fueron casi insignificantes y no tuvieron consecuencias en los indices de insaturacién
global. Por lo tanto, la menor produccién mitocondrial de ROS parece disminuir
directamente los procesos de oxidacién, glicoxidacién y sobre todo, lipoxidacién
proteica. Sin embargo, respecto a la insaturacion de los acidos grasos de membrana si
existe diferencia respecto al trabajo previo de restricciéon de metionina al 80% en
corazdn (Sanz et al., 2006d), que si fue capaz de disminuir el indice de dobles enlaces y
de peroxidizabilidad, al igual que ocurrié tras la restriccidn proteica en higado (Sanz et
al., 2004). Sin embargo y de acuerdo con nuestros resultados, otros trabajos con
restriccion de metionina al 40% en rifidon y cerebro (Caro et al., 2009a) e incluso
trabajos con restriccién de dieta a corto y medio plazo no modifican el grado de
insaturacién de los 4cidos grasos de membrana (Pamplona et al., 2002b), por lo que
parece que estas intervenciones nutricionales no ejercerian efectos claros sobre la
composicion de los acidos grasos de membrana. Por lo tanto, de los dos parametros
relacionados con el estrés oxidativo que son caracteristicos de las especies longevas, la
baja produccion mitocondrial de ROS parece ser el factor implicado en el efecto de

extension de longevidad observado en la restriccion de metionina.

Se ha demostrado que las variaciones de metionina en la dieta conllevan
alteraciones de los niveles de los aminoacidos sulfurados y de los metabolitos de la
metionina: asi, la restriccion de metionina al 80% disminuye los niveles séricos de
metionina, cisteina, cistationina y taurina, mientras que los niveles de homocisteina
(Elshorbagy et al., 2010) y GSH plasmatica (Richie et al., 1994) se incrementan vy, por
otro lado, la suplementacidon de metionina en la dieta incrementa la metionina y sus
dos metabolitos mds cercanos: SAM y SAH en higado y corazdn y, concretamente en el
corazén induce un aumento en el potencial de metilacion (medido como la relacién
SAM/SAH) (Gomez et al., 2009). Por todo esto, pensamos que nuestra intervencion
nutricional podria repercutir sobre la metilacion del ADN a través del efecto potencial

de estos metabolitos (especialmente SAM) sobre este proceso de modificacién
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epigenética. Asi, nuestra hipdtesis se vio confirmada dado que en nuestro trabajo se
demostrd por primera vez que existe una relacion entre la restriccion de metionina y
la metilacion del ADN, induciendo esta intervencion una disminucion en el
porcentaje de metilacion global del ADN gendmico en corazén. Este efecto podria
explicarse porque la metionina de la dieta es esencial para la sintesis de SAM, que
proporciona grupos metilos al ADN y al disminuir su cantidad como respuesta a la
restriccion de metionina, podria verse alterada la metilacién del ADN. Dado que estos
procesos de modificacién epigenética son mecanismos importantes de modulacion de
la expresion génica, la restriccién de metionina podria estar regulando la expresion de
ciertos genes a través de cambios en este proceso. Respecto a si esta modificacién se
ve afectada por el envejecimiento, en general el contenido total de metilcitosina en el
genoma disminuye con la edad (Richardson, 2003; Heyn et al., 2012), aunque también
se ha descrito el efecto contrario en un estudio longitudinal llevado a cabo con
humanos (Bjornsson et al., 2008). En cuanto al papel que la restriccién de dieta podria
mediar sobre este parametro, los trabajos que existen apoyan la premisa de que esta
intervencion si podria afectar a los procesos epigenéticos, en particular la metilacién
del ADN. Por ejemplo, y de acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro trabajo, la
restriccion de dieta en ratones indujo la hipometilacién global del ADN en el higado
(Miyamura et al., 1993), poniendo de manifiesto otra vez la similitud de ambas
intervenciones nutricionales. Sin embargo, la mayoria de estudios con restricciéon de
dieta y metilacion del ADN han sido enfocados hacia el andlisis del estado de la
metilacion de genes concretos, dado que serian los cambios de metilacién en sitios
especificos del ADN los responsables del envejecimiento o enfermedades relacionadas
(Issa et al., 1994; Kwabi-Addo et al., 2007). Por ejemplo, en ratones la restriccién de
dieta suprimié los cambios producidos con la edad en la metilacién del oncogén c-myc
(Miyamura et al.,, 1993) y en ratas restringidas se demostré que se inducia la
hipermetilacién del oncogen c-Ha-ras en células pancreaticas (Hass et al., 1993). Asi
mismo, en trabajos con humanos también se demostré como la metilaciéon del ADN en
dos loci especificos de células mononucleares de sangre periférica se veia
incrementada tras restriccion de dieta (Milagro et al., 2011). En cualquier caso, parece
que la restriccion de dieta y de metionina ejercerian efectos sobre la metilacién del

ADN, que podrian modular la expresion de ciertos genes, aunque son necesarios mas
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estudios con el fin de esclarecer que genes se ven modulados, bajo qué mecanismos y

qué consecuencias tiene.

Aunque actualmente en debate (Baur et al., 2010; Burnett et al., 2011), las
sirtuinas han sido implicadas en el control de la longevidad durante la RD o
directamente en modelos de invertebrados. Cabe destacar las funciones de tres
sirtuinas mitocondriales SIRT3, SIRT4 y SIRT5, que se encargan de la regulacion de la
actividad de enzimas mitocondriales y de la respuesta metabdlica a periodos de ayuno
o restricciéon de dieta (Chalkiadaki y Guarente, 2012). Particularmente, la proteina
SIRT5 se activa como respuesta a la restriccion de dieta e induce la activacién de la
enzima CPS1 (Carbamoil fosfato sintasa 1) que estimula el ciclo de la urea para eliminar
amoniaco, un producto toxico del catabolismo de los aminoacidos, con el fin de
prevenir efectos téxicos en condiciones de limitacién de nutrientes (Nakagawa vy
Guarente, 2009). Sin embargo nuestros resultados muestran que la cantidad de esta
proteina, la SIRT5, no fue modificada por esta intervencién nutricional, por lo que
parece que la reduccién de metionina no es capaz por si sola de activar esta proteina 'y

a su vez, sus efectos no estan mediados por ella.

En resumen, de acuerdo con nuestros datos y conforme a resultados previos con
restriccion de metionina, la reduccion en la ingesta de este aminodacido podria ser la
responsable de la disminucion del estrés oxidativo y de parte del incremento de
longevidad observado en la restriccion de dieta. Dado que el consumo de proteinas
(y, por tanto, metionina) por parte de las poblaciones occidentales es muy superior al
necesario, disminuirlo a los niveles recomendados podria suponer la posibilidad de
conseguir reducir el estrés oxidativo e incrementar la longevidad en humanos
mediante una manipulacién que evitaria los efectos indeseables de la RD. Por otro
lado, el efecto restante de la RD sobre |la longevidad podria ser debido a la disminucién
de otros componentes dietéticos o a las calorias por si mismas a través de mecanismos

adicionales que podrian implicar por ejemplo la activacién de las sirtuinas.
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3. RESTRICCION DE METIONINA Y ENVEJECIMIENTO: EFECTO DE LA
RESTRICCION DE METIONINA A CORTO PLAZO SOBRE EL ESTRES
OXIDATIVO MITOCONDRIAL EN EL HIGADO DE ANIMALES VIEJOS

El higado es un drgano especialmente util en estudios con intervenciones
nutricionales dado que tiene un papel central en la regulacién de la homeostasis de la
glucosa y de los lipidos. Respecto a la restriccion de metionina, ademds de extender la
longevidad en roedores y producir diferentes efectos beneficiosos, esta intervencién
ejerce también una serie de efectos especificos en el higado que conducen a la
disminucion de la sintesis de triglicéridos, al aumento de la sensibilidad a insulinay a la
mejora de la homeostasis de la glucosa mediante la regulaciéon de la expresién de
diversos genes (revisado en Perrone et al.,, 2012a). Ademads, en relacién al estrés
oxidativo, diversos estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado
que la restriccidn de metionina tanto al 40% como al 80% en el higado de ratas jovenes
y con un tratamiento a corto plazo disminuye la produccidn mitocondrial de radicales
libres en el complejo | y el estrés oxidativo mitocondrial (Sanz et al., 2006d; Caro et al.,
2008), siendo la reduccién en la produccion de radicales libres algo mayor con la
restriccion de metionina al 80%, tal y como ha sido discutido en el apartado anterior
en el caso del corazon. A su vez, estos efectos beneficiosos sobre el estrés oxidativo
son similares a los obtenidos previamente en nuestro grupo en estudios con restriccidon
de dieta a corto plazo en higado y también en estudios de restriccidén proteica (Gredilla
et al.,, 2001a; Sanz et al., 2004). Por otro lado, como se comentd en el apartado
anterior, la suplementaciéon de metionina en la dieta (2,5% total en dieta) ejerce el
efecto contrario al que produce la restriccion de metionina sobre el estrés oxidativo. Es
decir, induce el incremento de la generacién de radicales libres en el complejo | y el
dafo oxidativo en mitocondrias hepaticas, lo que avala una vez mas el papel de este

aminodcido sobre la modulacion del estrés oxidativo mitocondrial (Gomez et al., 2009).

Los efectos positivos de la restriccion de metionina sobre el estrés oxidativo y la
longevidad han sido estudiados en diversos trabajos, pero hasta hace poco se
desconocia si existia alguna edad a la que esta intervencién nutricional dejaba de ser

efectiva. La duda se resolvid con el trabajo que Sun y colaboradores llevaron a cabo en
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el afio 2009 en el que se demostrd que la restriccién de metionina al 65% iniciada a
edades avanzadas (12 meses) era capaz de incrementar la longevidad en ratones (Sun
et al., 2009), aunque en menor medida que cuando se inicia a edades mas tempranas
como ha sido descrito en otros trabajos (Orentreich et al., 1993; Richie et al., 1994;
Miller et al., 2005). El hecho de que exista un mayor efecto sobre la longevidad cuanto
mayor es el tiempo de restriccidn coincidiria con la hipdtesis de que la reduccién de la
generacion de radicales libres puede ser el mecanismo a través del cual esta
intervencion incrementa la longevidad. Esto se explicaria dado que cuanto menor es el
tiempo de restriccién, menor es el periodo de tiempo en el que la produccion
mitocondrial de ROS se encuentra reducida y mayor es el dafio que puede estar

generandose.

Acerca de lo que ocurre respecto al estrés oxidativo a edades avanzadas bajo esta
manipulacidn, nuestro trabajo demuestra que a los 24 meses de edad las ratas Wistar
conservan la capacidad de reducir la produccién de radicales libres y el estrés
oxidativo mitocondrial en respuesta a la restriccion de metionina al 40%, de forma
similar a lo que ha sido demostrado en ratas jévenes (Caro et al., 2008; Caro et al.,
2009a; Sanchez-Roman y Barja, 2013). Esta capacidad para responder a la restriccién
de metionina disminuyendo el estrés oxidativo podria contribuir a explicar los efectos
positivos sobre la longevidad de la restriccién de metionina iniciada en animales viejos

descrita por Sun y colaboradores (Sun et al., 2009).

De acuerdo con nuestros datos, la producciéon mitocondrial de radicales libres en
el complejo I, con glutamato como sustrato, disminuyd en los animales viejos
restringidos en metionina en torno al 50% con respecto tanto a los animales viejos
control como a los jovenes control, aunque sin diferencias significativas entre estos
dos ultimos grupos experimentales. Estos descensos se produjeron a través de la
disminucidn de la fuga de radicales libres en el complejo |, lo que quiere decir que las
mitocondrias de los animales viejos sometidos a restriccion de metionina fueron mas
eficaces que las mitocondrias de los animales viejos y jévenes controles en evitar la
produccién de radicales libres. Esta situacidn es similar a la descrita previamente en
restriccion de dieta en animales viejos tanto en higado (Lopez-Torres et al., 2002)

como en cerebro (Sanz et al., 2005a) pero con tratamientos mds largos. Nuestros
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resultados se suman asi a numerosos trabajos que han descrito, como nosotros, la
ausencia de cambios con la edad en la produccién mitocondrial de radicales libres en
higado (Lopez-Torres et al.,, 2002), corazén (Gredilla et al., 2001a; Mansouri et al.,
2006), musculo esquelético (Drew et al., 2003) y cerebro (Sanz et al., 2005a; LeBel y
Bondy, 1991). Aunque existen trabajos que han descrito lo contario, un aumento en la
produccién de radicales libres con la edad, estos se han referido a la produccién de
radicales libres por parte del complejo Il (que como se explicé en la introduccién no
parece ser el generador de ROS determinante en procesos de envejecimiento)
(Moghaddas et al., 2003), a la produccién de radicales libres por parte de una fraccidn
mitocondrial especifica del tejido cardiaco, las mitocondrias subsarcolémicas (Judge et
al., 2005) o utilizando ratones de edad superior (27 meses) (Mansouri et al., 2006) a la
utilizada en este trabajo (24 meses). Por ello, la ausencia de cambios con la edad en la
produccién mitocondrial de radicales libres en el complejo | coincide con la mayoria de
trabajos y encaja con la idea de que las causas del envejecimiento han de darse con la
misma intensidad a todas las edades, pues el envejecimiento no se acelera
sistematicamente con la edad. Segln una de las reglas de Strehler, el envejecimiento
es progresivo. Lo que aumentaria con la edad serian las consecuencias finales del

dafo, no su produccidn.

La disminucion en la produccion mitocondrial de radicales libres en nuestro
estudio no se produjo como resultado de incrementos en el consumo de oxigeno dado
gue este pardmetro descendid en los animales viejos sometidos a restriccion de
metionina con succinato y rotenona en estado 4 y no se vio modificado con el sustrato
glutamato, que es el que produjo diferencias en la produccion de ROS. Por otro lado,
los animales viejos alimentados con dieta control mostraron un menor consumo
mitocondrial de oxigeno frente a los animales jovenes con ambos sustratos. Debido a
que estos descensos solo fueron observados en estado 4 (sin ADP) pero no en el
estado fosforilante, no implicarian una pérdida de la capacidad bioenergética durante

el envejecimiento.

De acuerdo con la disminucién de la generacion y fuga de radicales libres, la
restriccion de metionina iniciada a edades avanzadas redujo el dafio oxidativo al

ADN mitocondrial en un 24% en los animales restringidos respecto a los animales
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viejos alimentados con dieta control. Aunque no hubo diferencias significativas entre
los animales jovenes y viejos control, el nivel del marcador 8-oxodG se redujo en los
animales viejos restringidos a niveles inferiores a los detectados en los animales
jévenes, lo que indica que la restriccién de metionina no sélo corrigid los efectos de la
edad, sino que desarroll6 un mayor efecto. Estos resultados coinciden con los
obtenidos previamente en restriccién de dieta a edades avanzadas en cerebro (Sanz et
al., 2005a) y en higado (Lopez-Torres et al., 2002) y refuerzan, una vez mas, la idea de
que la restriccién dietética ejerce sus efectos sobre el estrés oxidativo a través de la
reduccidon en la ingesta de metionina, incluso en tratamientos iniciados a edades

avanzadas.

La correspondencia entre nuestros datos de produccidon mitocondrial de ROS y de
dafio oxidativo mitocondrial tanto como resultado del tratamiento como en funcién de
la edad consolidan la teoria de que existe una relacién directa entre la produccion de
ROS en el complejo | y el dafio que sufre el ADN mitocondrial (Gredilla y Barja, 2005).
La ausencia de cambios con la edad en el dafio oxidativo al ADN mitocondrial,
estimado como el nivel del marcador 8-oxodG, estd de acuerdo con un estudio previo
llevado a cabo en nuestro laboratorio en cerebro (Sanz et al., 2005a) pero difiere de los
resultados obtenidos en otros trabajos en higado con ratas (Hudson et al., 1998;
Lopez-Torres et al., 2002) que han demostrado un incremento del marcador 8-oxodG
con la edad, aunque cabe destacar que en uno de los trabajos la edad de los animales
adultos (11 meses) fue superior a la utilizada en nuestro estudio (6 meses) (Lopez-
Torres et al., 2002), pudiendo esto explicar las diferencias obtenidas. Por otro lado, el
aumento del dafio oxidativo al ADN mitocondrial con la edad ha sido descrito en
numerosos trabajos en relacién a la deteccion de deleciones, duplicaciones vy
mutaciones puntuales. Asi, parece que las deleciones multiples en el ADN mitocondrial
se acumularian en musculo esquelético, cerebro y corazén de roedores y humanos con
el envejecimiento (revisado en Lee y Wei, 2012). Estos resultados, junto con otros
trabajos que han descrito la escasa proporcion de mutaciones puntuales en el ADN
mitocondrial en humanos (Munscher et al., 1993), a excepcién de los denominados
“puntos calientes” (Michikawa et al., 1999), destacan que las deleciones en el ADN

mitocondrial parecen ser abundantes e importantes en relacion al fendmeno del
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envejecimiento. Por ello y como se comentéd en la introduccion, una hipdtesis
alternativa que reconciliaria los resultados contradictorios descritos respecto a los
cambios del dafio oxidativo en funcion de la edad (Greaves y Turnbull, 2009) es la
propuesta por Richter en 1988 (Richter, 1988). Esta hipdtesis propone que los
fragmentos de ADN mitocondrial, generados por el dafio de los radicales libres,
“escaparian” de la mitocondria y se acumularian en el ADN nuclear con el tiempo,
induciendo asi el proceso del envejecimiento. De acuerdo con ello, se ha descrito un
aumento de la presencia de estos fragmentos de ADN mitocondrial en el ADN nuclear
durante el envejecimiento tanto en S.cerevisiae (Cheng y lvessa, 2010) como en ratas
(Caro et al., 2010). La ausencia de cambios con la edad en el dafio oxidativo al ADN
mitocondrial encajaria con esta hipdtesis, asi como con la ausencia de cambios con la
edad en la produccién mitocondrial de radicales libres. Seria interesante, por tanto, el
estudio de la presencia de estos fragmentos con la edad en diferentes tejidos y

especies.

Por otro lado, dado que la presencia del marcador 8-oxodG en el ADN
mitocondrial refleja el balance entre el dafio oxidativo y la reparacién (en el caso del
ADN mitocondrial por la via BER, actividad reparadora por escisién de base), la
ausencia de cambios con la edad en el dafio oxidativo al ADN mitocondrial observado
en nuestro estudio, podria explicarse en base a un incremento de esta actividad
reparadora, que podria estar corrigiendo la acumulacién del dafio con la edad.
Ademas, las diferencias entre los resultados obtenidos en distintos érganos podrian
deberse a que la capacidad reparadora de BER ha sido descrita como érgano-
especifica, demostrando la mayoria de las investigaciones con roedores en tejido
hepatico y cardiaco incrementos o ausencia de cambios con la edad en la actividad de
varias de las enzimas encargadas de esta via de reparacién (revisado en Gredilla et al.,
2012), por lo que la ausencia de cambios con la edad en el dafo oxidativo al ADN
mitocondrial observado en nuestro estudio podria explicarse por un aumento en la via
de reparacion BER en las mitocondrias hepaticas. En cualquier caso, nuestros
resultados avalan la hipétesis de que los animales viejos son capaces de responder a

la restriccion de metionina disminuyendo el dano oxidativo al ADN mitocondrial
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posiblemente debido a la menor produccion de radicales libres tras un tratamiento a

corto plazo.

Ademads, en nuestro trabajo, el menor dafio oxidativo al ADN mitocondrial
inducido por la restriccion de metionina se vio acompafiado por el descenso
generalizado de los marcadores de modificacién proteica. Todos los marcadores
medidos incrementaron sus niveles con la edad y la restriccion de metionina a
edades avanzadas fue capaz de revertir parcial (en el caso de CEL) o totalmente (en
los casos de: GSA, AASA y CML) estos incrementos. Por lo tanto, la oxidacién,
lipoxidacion y glicoxidacion proteica fue menor en los animales viejos restringidos en
metionina que en los animales viejos control, de forma similar a lo que ha sido descrito
previamente en animales jovenes tanto en higado (Caro et al., 2008) como en otros
organos (Caro et al., 2009a) y también con respecto a otro marcador de modificacién
proteica descrito recientemente, el marcador CMC (S-Carboximetil-cisteina), que
disminuye su cantidad tras la restriccion de dieta y de metionina a corto plazo en
mitocondrias hepaticas (Naudi et al., 2013). Una cuestidn légica es preguntarse a qué
se debe el incremento con la edad de los niveles de los marcadores de modificacién
proteica y su reversiéon mediante la restriccion de metionina. Aparte del papel de la
produccién mitocondrial de ROS como responsable de los cambios en la modificacidn
proteica, otra explicacion se basa en que el envejecimiento se ha asociado con una
reduccion de la actividad del proteasoma (Kastle y Grune, 2011), lo que explicaria el
incremento de los marcadores de modificacion proteica con la edad. A su vez, también
ha sido descrito que la restriccién de dieta incrementa el catabolismo de las proteinas
danadas (Dhahbi et al., 2001), por lo que podriamos esperar que un mecanismo
similar, de aumento de procesos catabdlicos de proteinas modificadas, podria estar
operando bajo la restriccion de metionina, sin embargo esto aun se desconoce. Otra
hipdtesis, propuesta por el Dr. Hipkiss recientemente, esta basada en que la restriccién
de metionina podria conducir a una disminucidn en el producto deletéreo metilglioxal
por la menor utilizacion de aminoacidos y la reduccién en la sintesis proteica, lo que
conduciria directamente a una menor proteotoxicidad (Hipkiss, 2012). Sin embargo, no

hay ningun dato experimental que avale esta hipotesis.
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A pesar de que la induccién de la biogénesis mitocondrial se ha propuesto como
otro posible mecanismo implicado en los efectos beneficiosos de la restriccidon
dietética (Martin-Montalvo y Cabo, 2012; Nisoli et al., 2005), en nuestro trabajo la
restriccion de metionina no modificd los niveles de PGC1, que es la proteina clave que
regula estos procesos (Lopez-Lluch et al., 2008) e incluso en el caso del factor de
transcripciéon mitocondrial A, la restriccién de metionina disminuyd sus niveles con
respecto a los animales viejos. Por ello, la reduccién del estrés oxidativo en nuestro
trabajo no parece tener relaciéon con la biogénesis mitocondrial. Sin embargo, otros
estudios con restriccion de metionina, en este caso al 80%, si han demostrado un
incremento de la biogénesis mitocondrial en cerebro, descrito por un aumento de la
cantidad de la proteina clave en este proceso, PGC1 (Naudi et al., 2007) y en tejido
adiposo, higado y musculo esquelético (Perrone et al., 2010), érganos en los que se ha
descrito un incremento en la expresion génica de Ppargcla y otros genes implicados en
la regulacion de este proceso, de forma mas acusada en tejido adiposo. Asi, los efectos
de la restriccion de metionina sobre la biogénesis mitocondrial podrian ser diferentes
dependiendo del tejido a estudiar, de la edad a la que se inicia el tratamiento vy

también del grado de restriccion de este aminoacido.

Por otra parte, otros factores que han sido relacionados con la RD son las sirtuinas.
En concreto, diversos autores han propuesto que la restriccion de dieta podria ejercer
efectos sobre los patrones de metilacién del ADN destinados a revertir los cambios que
son inducidos por la edad y podrian estar mediados por la Sirtuina 1, dado que se ha
demostrado que esta proteina ejerce efectos sobre la metilacién del ADN y sobre la
expresion de genes que responden a la RD (Wakeling et al., 2009; lons et al., 2012).
Como se explico en el apartado anterior, la restriccidon de metionina al 40% disminuyé
el grado de metilacion global del ADN gendmico en corazén. Sin embargo, cuando esta
intervencion se inicié a edades avanzadas y con el higado como 6rgano de estudio, no
se detectaron cambios en el grado de metilacion del ADN gendémico ni como
consecuencia del tratamiento ni de la edad, aunque si se aprecié un descenso no
significativo en los animales viejos. La falta de efecto del tratamiento podria ser debida
a que la metilacién del ADN es susceptible a cambiar durante el envejecimiento de

forma compleja (Fraga et al., 2005) y quizd es mas dificil de modular mediante
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intervenciones nutricionales cuando ya los patrones de metilacién estan fijados de
forma estable. En cuanto al posible papel de la SIRT1, la edad incrementd la cantidad
de esta proteina pero la restriccién de metionina revirtié este incremento e incluso
disminuyd su nivel por debajo del detectado en animales jévenes (aunque sin
diferencias significativas respecto a estos). A pesar de que estos resultados puedan
parecer poco légicos, estdn en linea con estudios previos que muestran un incremento
de esta proteina con la edad en diferentes tejidos de roedores (Koltai et al., 2010;
Braidy et al., 2011). Lo que si parece disminuir con la edad es la actividad de la
proteina SIRT1, sugiriendo que la elevada cantidad de esta proteina se deberia a la
mayor presencia de moléculas inactivas de SIRT1 en los animales viejos, lo que podria
deberse al mayor dafio oxidativo inducido por la edad, que estaria alterando esta
proteina. La restriccion de metionina al reducir el dafo oxidativo podria disminuir el
numero de moléculas inactivas de SIRT1 y no seria necesario el mecanismo

compensatorio de incrementar su cantidad.

En resumen, nuestros resultados demuestran que las ratas viejas son capaces de
responder a la restriccion de metionina disminuyendo la produccién mitocondrial de
radicales libres y de forma consecuente el estrés oxidativo mitocondrial, de forma
similar a lo descrito en animales jovenes, asi como en restriccion de dieta a edades
avanzadas. Ademas, la restriccién de metionina no indujo cambios en la biogénesis
mitocondrial y redujo la cantidad de SIRT1, lo que nos hace proponer que estos
mecanismos podrian estar influyendo en el mayor incremento de longevidad que

ejerce la restriccidn de dieta y que no es explicado por la restriccién de metionina.

4. MODULACION DEL ESTRES OXIDATIVO MITOCONDRIAL MEDIANTE EL
BLOQUEO DE LA SENALIZACION B-ADRENERGICA

Los ratones mutantes para la adenilato ciclasa tipo 5 (AC5), AC5 knockout, que
presentan la sefalizacidon B-adrenérgica interrumpida, disfrutan de mayor longevidad
media (30%) y maxima (12%) y estan protegidos frente a la pérdida de densidad dseay
al desarrollo de cardiomiopatias que se producen durante el envejecimiento (Yan et
al., 2007). El bloqueo de la sefalizacién B-adrenérgica se puede imitar facilmente

mediante el uso de farmacos ampliamente utilizados por la poblacién humana (B-
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blogueantes) lo que nos puede ayudar a aclarar los mecanismos a través de los cuales
este modelo animal incrementa la longevidad. En nuestro estudio, el farmaco usado
para inducir el bloqueo B-adrenérgico es el atenolol debido a que este farmaco
presenta fuerte cardioselectividad y la isoforma mayoritaria en el corazén es la AC5
(Gottle et al., 2009). Ademas, se trata de un farmaco barato, facilmente disponible, no
tiene efectos secundarios importantes y se ha usado durante décadas para controlar la
hipertensién y otras patologias cardiovasculares, aumentando la esperanza de vida de
pacientes con fallo cardiaco, e incluso mostrando efectos anti-ateroscleréticos

(Mangano et al., 1996; Gottlieb, 1998; Milne y Hong, 2004).

Yan y colaboradores propusieron como uno de los mecanismos responsables del
incremento de longevidad en el modelo AC5KO la estimulacion de la via de
sefializacion Raf/MEK/ERK y como consecuencia el incremento de la resistencia al
estrés oxidativo y de la enzima antioxidante MnSOD (Yan et al., 2007) que, segln un
trabajo reciente llevado a cabo por los mismos autores, estaria regulada a nivel
transcripcional por la via de sefializacion SIRT1/FoxO3a (Lai et al., 2013). Esto esta de
acuerdo con diversos estudios previos que han demostrado que la activacién crénica
de los receptores Bl-adrenérgicos incrementa la produccién mitocondrial y celular de
ROS, disminuye la cantidad de la enzima MnSOD y media procesos de apoptosis (Singh
et al., 2001; Srivastava et al., 2007; Biary y Akar, 2010). Por lo tanto, parece que la
estimulacion de la via de sefalizacidn B-AR, que se incrementa con el envejecimiento,
podria tener un papel fundamental en el desarrollo de cardiomiopatias a través de la
regulacion del estrés oxidativo (Lakatta, 1993; Swynghedauw et al., 1995). Por todas
estas razones, pensamos que el bloqueo B-1AR podria ejercer efectos sobre el estrés
oxidativo y mediar los mecanismos que incrementan la longevidad en los ratones
AC5KO. Sin embargo, nuestro tratamiento de dos semanas no indujo diferencias
sobre la produccién mitocondrial de radicales libres con ninguno de los sustratos o
inhibidores empleados en el corazén de ratdn, lo que contrasta con lo que sucede en
los modelos dietéticos que incrementan la longevidad: RC, RP y RMet (Gredilla y Barja,
2005; Sanz et al., 2004; Sanz et al., 2006d). Por lo tanto, el bloqueo de la sefalizacién
B-adrenérgica podria incrementar la longevidad en los ratones AC5KO mediante otro

mecanismo (la disminucidn de la insaturaciéon de los acidos grasos de membrana)
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diferente al que opera en la restriccion de metionina, basado en la disminucién de la
produccién mitocondrial de radicales libres. Respecto a la restriccién de dieta, los
ratones mutantes AC5KO exhiben ciertas caracteristicas similares a los roedores
sujetos a RD, como menor peso corporal, menor tejido adiposo y menores niveles de
glucosa en sangre. Un trabajo reciente llevado a cabo por Yan y colaboradores ha
revelado que existe cierta similitud en la expresidon génica entre los ratones AC5KO y
los sometidos a RD, sobre todo en la regulacién del metabolismo lipidico en el higado,
la funcion muscular, la percepcidn sensorial en el cerebro y la expresion de la proteina
SIRT 1 (Yan et al., 2012), lo que encaja con estudios llevados a cabo en levaduras
mutantes para la PKA (Proteina Kinasa A), que han sido sugeridos como modelos
genéticos de RD (Lin et al., 2002). Esto podria indicar que parte del efecto de la
restriccion de dieta sobre la longevidad compartiria mecanismos con el bloqueo B-
adrenérgico. Sin embargo nuestro trabajo descarta que uno de estos mecanismos
pueda ser la disminucién de los radicales libres de origen mitocondrial. En cualquier
caso, parece que la restriccion de metionina y el bloqueo B-adrenérgico actuarian
mediante mecanismos diferentes sobre la longevidad, mientras que la restriccion de

dieta podria incluir mecanismos desarrollados por ambos tratamientos.

A su vez, tampoco se detectaron diferencias en cuanto al consumo de oxigeno
mitocondrial. De acuerdo con la ausencia de cambios en la produccién mitocondrial de
ROS, encontramos que el tratamiento con atenolol no modificé los niveles de 8-
oxodG en el ADN mitocondrial. Como se ha comentado previamente, el nivel de este
marcador de dano oxidativo es muy sensible a los cambios en la produccién de ROS
mitocondrial, y ambos pardmetros son susceptibles a variar en el mismo sentido y en
magnitud similar en roedores (Gredilla y Barja, 2005). Asi, tanto la produccién
mitocondrial de ROS como los niveles de 8-oxodG en el ADN mitocondrial son menores
en las especies longevas comparados con las especies de vida corta y en los animales
restringidos en proteinas o en metionina comparados con los animales controles.
Nuestro tratamiento con atenolol no mostré diferencias en la produccién mitocondrial
de ROS y de forma correspondiente tampoco en los niveles de 8-oxodG (Pamplona y
Barja 2007), lo que marca otra vez una diferencia entre el bloqueo B-adrenérgico y los

modelos de restriccidn dietética, proteica y de metionina.
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Respecto a otros trabajos con B-bloqueantes y estrés oxidativo, la mayoria se han
llevado a cabo con modelos de roedores que desarrollan cardiomiopatias. En ellos, los
efectos mas marcados sobre el estrés oxidativo se han descrito con otros B-
bloqueantes, como el carvelidol y el propanolol mientras que en el tratamiento con
atenolol no se han descrito efectos sobre el estrés oxidativo (Rehsia y Dhalla, 2010).
Un trabajo con ratas sin patologias fue llevado a cabo por Funovic y colaboradores en
2008 relacionando el efecto de dos B-bloqueantes, atenolol y metoprolol, sobre el
estrés nitroxidativo a diferentes edades en ratas, demostrdndose que el estrés
nitroxidativo fue disminuido por el tratamiento con metoprolol pero no por el
tratamiento con atenolol (Funovic et al., 2008). Por lo tanto, parece que de acuerdo
con nuestros resultados y otros trabajos con diferentes B-bloqueantes, el atenolol no
ejerce efectos claros sobre la produccién mitocondrial de radicales libres y el
consiguiente dafo oxidativo al ADN mitocondrial, poniendo de manifiesto que otros
factores deben estar implicados en el incremento de longevidad observado en los

ratones con la sefalizacién B-adrenérgica interrumpida.

En relacion a los ratones AC5KO, Yan y colaboradores llevaron a cabo medidas de
resistencia al estrés oxidativo inducido por perdéxido de hidréogeno o radiacién
ultravioleta en fibroblastos aislados de estos ratones, encontrando una mayor
resistencia al dafio y un incremento de la enzima antioxidante MnSOD. Los autores
propusieron que esta mayor resistencia al estrés oxidativo estaria mediada por la
enzima antioxidante MnSOD vy podria estar implicada en el incremento de longevidad
observado en estos ratones. Sin embargo, como se ha descrito en la introduccién,
aunque los antioxidantes pueden estar implicados en la proteccién frente a
enfermedades, no controlan la tasa de envejecimiento debido a una serie de hechos
bien descritos: 1) las especies longevas tienen menor cantidad de enzimas
antioxidantes que las especies de vida corta (Perez-Campo et al.,, 1998) ;2) el
incremento de los antioxidantes mediante suplementacion en la dieta o
sobreexpresidn génica no cambia la longevidad maxima (Barja, 2004a) ; 3) los ratones
Knockout para enzimas antioxidantes no ven modificada su longevidad mdxima
(revisado en Sanz et al., 2006a). Ademas, de acuerdo con nuestros resultados, la mayor

resistencia al estrés oxidativo en los ratones con la sefalizacion B-adrenérgica
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interrumpida, no se deberia a una menor produccién de radicales libres. Por ello, nos
planteamos que el otro factor relacionado con el estrés oxidativo en especies longevas,
el grado de insaturacion de los acidos grasos de membrana, podria estar implicado en

los ratones con la sefializacidon B-adrenérgica bloqueada.

Por otro lado, aunque nuestro tratamiento no modificé la produccién mitocondrial
de radicales libres si produjo efectos sobre la cantidad de los complejos respiratorios,
de tal forma que el tratamiento con atenolol incrementé la cantidad de las dos
subunidades estudiadas del complejo | y la subunidad utilizada como estimador del
complejo IV. Esto es interesante dado que la cantidad de los complejos respiratorios
afecta la capacidad de produccién de energia de la mitocondria. Asi, el incremento en
los niveles de los complejos | y IV tras el tratamiento con atenolol podria contribuir a
incrementar la capacidad de produccion de ATP por la mitocondria, lo que podria ser
un factor positivo para la extension de longevidad, de acuerdo con otros estudios de
restriccion de dieta que demostraron que bajo esta intervencidon también se produce
la modulacién de la maquinaria mitocondrial con un incremento de la biogénesis y
respiracion mitocondrial (Nisoli et al., 2005; Lin et al., 2002). Por otro lado, el aumento
de la cantidad del complejo | no se debié a variaciones en la proteina AlF, que ha sido
implicada en el ensamblaje y mantenimiento de este complejo respiratorio (Porter y
Urbano, 2006), por lo que son necesarios mas trabajos para elucidar si existe un efecto
modulador de la biogénesis mitocondrial y si es el caso, qué proteinas implicadas en
este proceso estan involucradas en el tratamiento con atenolol. Ademas, la proteina
AIF destaca por su papel como agente inductor de la apoptosis (Sevrioukova, 2011). El
hecho de que en nuestro trabajo no se hayan encontrado variaciones en esta proteina
también podria destacar que la reduccién en la apoptosis que ha sido descrita en los
ratones AC5KO podria ser debida a procesos independientes a esta proteina (Yan et al.,

2007).

Ademas de la menor produccidn mitocondrial de ROS, como se detallé en la
introduccion, las especies longevas presentan un bajo grado de insaturacion de los
acidos grasos de sus membranas celulares en comparacién con las especies de vida
corta (Pamplona y Barja, 2007). Esto significa que su baja tasa de envejecimiento

podria ser debida a dos tipos diferentes de mecanismos relacionados con el estrés
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oxidativo. De estos, se ha demostrado que las intervenciones nutricionales que
incrementan la longevidad: RD, RP y RMet, parecen hacerlo a través de la regulacion
del primer factor, la produccion mitocondrial de radicales libres. En nuestro trabajo
con el tratamiento con atenolol, este factor no parece estar implicado, por lo que nos
centramos en el segundo, la composicién lipidica de membrana. De acuerdo con
nuestros resultados, el tratamiento con atenolol disminuyé de forma notable el
numero total de dobles enlaces (DBI) en un 30% asi como el indice de
peroxidizabilidad (PI) en un 40% en el corazén de ratones C57BL/6. Respecto a estos
pardmetros, se ha demostrado que disminuyen a la vez que la longevidad se
incrementa cuando diferentes especies de mamiferos son comparadas y esto ocurre
en diferentes tejidos incluyendo el corazén (revisado en Pamplona et al.,2002c;
Hulbert et al.,2007). Un bajo grado de insaturacién de los acidos grasos de membrana
es caracteristico de aves (Pamplona et al., 1996; Buttemer et al., 2008) y de animales
extraordinariamente longevos: la rata topo del desierto (naked mole rat) (Mitchell et
al., 2007), el monotrema equidna (Hulbert et al., 2008) y la abeja reina (Haddad et al.,
2007). Es interesante que en nuestro caso tan sélo 2 semanas de tratamiento con
atenolol lograron disminuir el DBl en un 30%, una magnitud comparable a la
disminucion que se observa cuando se compara el DBI del corazéon de caballo (cuya
longevidad es de 46 afios) con el DBI del corazdén de ratén (longevidad de 3 afos y

medio).

La importancia de la composicidn lipidica de las membranas radica en que entre
las macromoléculas celulares, los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) exhiben la
mayor sensibilidad al dafio inducido por radicales libres y esta sensibilidad se
incrementa exponencialmente en funcién del nimero de dobles enlaces por molécula
de 4cido graso (Bielski et al., 1983). La disminucion en la insaturacién de los acidos
grasos en el corazén de los animales tratados con atenolol fue debida a cambios en
varios acidos grasos, pero las variaciones observadas mas importantes
cuantitativamente fueron, la disminucion de los acidos grasos altamente insaturados,
acido docosahexaenoico 22:6n-3 (que muestra los cambios mas fuertes) y dacido
araquidonico 20:4n-6, asi como el incremento de los acidos grasos mucho menos

insaturados: 16:0; 18:1n-9 y 16:1n-7. De forma similar, la Biologia Comparada muestra
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que desde las especies longevas a las que viven menos existe una redistribucién
sistematica entre distintos tipos de acidos grasos desde los altamente insaturados,
docosahexaenoico (22:6n-3) y araquiddnico (20:4n-6) en las especies que viven menos,
a los menos insaturados, como el acido linoleico (18:2n-6) y linolénico (18:3n-3) en las
especies longevas (Pamplona et al., 2002c). Cabe mencionar que tanto en el
tratamiento con atenolol como en las especies longevas, el principal acido graso
responsable de la disminucion en el DBI y el Pl fue el altamente insaturado 22:6n-3,
que en nuestro estudio sufrié una disminucién del 45% en los animales tratados con
el farmaco respecto a los animales control (Hulbert et al., 2007). La cuestidn acerca de
los mecanismos responsables de la modulacion de la composicién lipidica sera

abordada en el apartado 7.

De nuevo estos datos ofrecen diferencias con respecto a las intervenciones
nutricionales de restriccién de dieta y de metionina. Nuestro tratamiento con atenolol
no modificd la produccién mitocondrial de ROS, pero si disminuyé de forma muy
acusada el grado de insaturacion de los acidos grasos de membrana, un parametro
complicado de modular mediante tratamientos dietéticos. Asi, las intervenciones
nutricionales que han sido capaces de modificar estos pardametros, como el
incremento en la dieta de acidos grasos saturados, provocd efectos no saludables
como el incremento del colesterol en plasma (Maresca y Cossins, 1993) mientras que
la deficiencia de PUFAs esenciales en la dieta produjo fuertes incrementos
compensatorios del acido graso 20:3n-9, el marcador diagndstico de deficiencia de
acidos grasos esenciales (Hoch, 1992). Por ello, resulta muy interesante que un
tratamiento tan corto con un farmaco sin efectos secundarios importantes logre cambiar
estos parametros de forma tan intensa y de forma similar a lo que ha sido descrito en
especies longevas. Asi, parece que el incremento de longevidad observado en los ratones
con la via B-adrenérgica interrumpida podria deberse en parte a un menor estrés
oxidativo generado por esta composicion lipidica mas resistente a la modificacion por el

dafio oxidativo, que a su vez, generaria menos dafio a los componentes celulares.

La disminucién en los indices de insaturacién global, DBl y Pl confiere a la
membrana mayor resistencia a la peroxidacion lipidica y menor dano lipoxidativo a

macromoléculas celulares. De acuerdo con esto, el tratamiento con atenolol no solo
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disminuyé el marcador de lipoxidacidn proteica, MDAL, sino que también redujo el
nivel de los dos marcadores de oxidacion proteica, GSA y AASA. Ademas, el marcador
MDAL también ha sido estudiado en trabajos de Biologia Comparada, obteniéndose
una correlacidn negativa entre sus niveles y la longevidad de diferentes especies (Ruiz
et al., 2005, Hulbert et al., 2007). Es importante tener en cuenta que los productos de
peroxidacidn lipidica son especies reactivas muy poderosas y, por tanto, este proceso
no puede ser percibido solo como un proceso de dafio a lipidos, sino también como
una fuente de dano a otras macromoléculas celulares incluidas las proteinas. Ademas,
los procesos de peroxidacién lipidica no solo generan productos como el MDAL o el 4-
hidroxinonenal sino que también producen radicales libres secundarios (Hulbert et al.,
2007). La disminucién en la insaturacion de los acidos grasos de membrana en el grupo
tratado con atenolol podria reducir la formaciéon de estos radicales libres derivados de

lipidos y asi disminuir los niveles de proteinas oxidadas (GSA y AASA).

En contraste con los marcadores de oxidacién y lipoxidacion, la glicoxidaciéon
proteica, estimada como los niveles de CEL y CML, se vio incrementada en el corazén
de los ratones tratados con atenolol. Sin embargo, esta diferencia observada entre
ambos tipos de marcadores ha sido descrita previamente en otros trabajos. Asi,
estudios en los que por manipulacidn dietética se incrementd el grado de insaturacién
de acidos grasos de membrana, tuvo como efecto el aumento del marcador MDAL
mientras que los niveles de CEL y CML no se vieron afectados en el higado de rata
(Pamplona et al., 2004) y en el caso del corazén sélo se aprecié un débil aumento de
CML (Herrero et al., 2001). Por lo tanto, nuestros resultados concuerdan con lo
descrito anteriormente y con la relacién entre la insaturacién de membrana, el
marcador MDAL y los marcadores de glicoxidacién CEL y CML. Cabe destacar que
mientras que los niveles de MDAL correlacionan negativamente con la longevidad en el
corazéon de mamiferos, no se ha encontrado correlacién entre la longevidad y los
niveles de CML y CEL en el corazén (Ruiz et al., 2005). La razén por la que los
marcadores de glicoxidacién se vieron incrementados en este trabajo se desconoce,
pero, aunque la formacion de estos marcadores puede implicar reacciones quimicas
con fragmentos oxidados del esqueleto de carbohidratos como la glucosa, también

pueden formarse a partir de intermediarios glicoliticos. Por ello, una posible
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explicacion del aumento de estos marcadores seria que el tratamiento con atenolol
podria estar incrementando los intermediarios glicoliticos y estos a su vez, los

marcadores CEL y CML.

Acerca de los mecanismos de seializacién que pueden estar actuando en este
tratamiento, se ha demostrado que el bloqueo B-adrenérgico induciria la estimulacidn
de la via de sefializaciéon Raf/MEK/ERK. De forma similar, en nuestro caso hemos
encontrado que los animales tratados con atenolol mostraron mayores niveles de la
proteina de seializaciéon p-ERK, lo que sugiere que la disminucidn del grado de
insaturacion de los acidos grasos de membrana podria ser debida a cambios en la
expresion génica inducidos por esta proteina. La cascada de sefializacion
Raf/MEK/ERK transmite sefiales desde los receptores de membrana hasta factores de
transcripcion que regulan la expresion génica de procesos implicados en apoptosis,
supervivencia y resistencia frente al estrés oxidativo (Figura D1) (McCubrey et al.,
2007) . En relacidn a este Ultimo mecanismo y de acuerdo con la hipétesis propuesta
por Yan y colaboradores, un estudio reciente llevado a cabo en células de musculo
esquelético demostré que la proteccién frente al dano inducido por agentes exdgenos
se producia mediante esta via de senalizacién y en concreto, mediante la estimulacién
de la proteina p-ERK (Yang et al., 2010). Por lo tanto parece que esta proteina podria
estar induciendo resistencia al dafio oxidativo mediante la enzima MnSOD, o mediante
la disminucién de la insaturacién de los acidos grasos de membrana, pero no estaria
ejerciendo efecto sobre la produccion de radicales libres, segin lo que demuestran

nuestros resultados.

Asi, proponemos que al menos en el bloqueo B-adrenérgico inducido por el
tratamiento con atenolol, la estimulacidn de la proteina p-ERK podria estar modulando
la composicién lipidica mediante la menor presencia de los acidos grasos altamente
insaturados y con el resultado de un menor grado de insaturacién de los acidos grasos
de membrana. Una proteina clave que podria estar regulando la composicion lipidica
de las membranas mediante la regulacién de la expresién génica de las enzimas
encargadas de la sintesis de los acidos grasos, es el factor de transcripcion SREBP-1c
(Steroil regulatory element binding protein 1-c) (Nakamura y Nara, 2002). Debido a

gue este factor de transcripcién ha sido descrito como posible sustrato de fosforilacién
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por la proteina p-ERK (Kotzka et al., 2012), el bloqueo B-adrenérgico inducido
mediante el tratamiento con atenolol podria estar modulando la composicién lipidica a
través de cambios en la expresidon génica inducidos por el factor de transcripcion

SREBP-1c, que se encontraria regulado por la proteina p-ERK (Figura D1).
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Figura D1. Mecanismos y efectos ejercidos por el bloqueo de la senalizaciéon [3-
adrenérgica en el modelo AC5KO y el tratamiento con atenolol. La ausencia de la AC
tipo 5 asi como el bloqueo de los receptores f-adrenérgicos disminuye la PKA, que resulta en la
pérdida de inhibicién sobre la via Raf/MEK/ERK. p-ERK puede entrar al niicleo, donde
mediante la accidon de distintos factores de transcripciéon puede regular la expresion génica de
proteinas implicadas en distintos procesos de proliferacion celular y apoptosis. En el caso del
modelo AC5KO, el bloqueo -adrenérgico produjo mayor resistencia frente al estrés oxidativo y
menor apoptosis. En nuestro tratamiento con atenolol se produjo una fuerte disminucién de la
insaturaciéon de los acidos grasos de membrana y menor dafio oxidativo y lipoxidativo a
proteinas. En ambos casos se propone que estos efectos podrian estar mediados por los cambios
en la expresion génica ejercidos por la estimulacién de p-ERK. Concretamente, en nuestro
estudio con atenolol proponemos que la proteina de senalizacién p-ERK podria estar regulando
el factor de transcripcion SREBP-1, que seria el encargado de modificar la expresiéon génica de
distintas enzimas implicadas en la sintesis de los 4cidos grasos de membrana.

En resumen, nuestros datos demuestran que el bloqueo de la sefalizacion B-
adrenérgica mediante el tratamiento con atenolol disminuyé el otro factor relacionado
con el estrés oxidativo en especies longevas, el grado de insaturacion de acidos grasos
de membrana, posiblemente a partir de la estimulacion de la proteina p-ERK y

disminuyendo asi el dafio oxidativo y lipoxidativo a proteinas. Este modelo ofrece un
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mecanismo que podria contribuir a explicar la mayor longevidad observada en ratones
AC5KO y que difiere de un mecanismo que “utilizan” las manipulaciones dietéticas:
restriccion de dieta, de proteinas y de metionina, basadas en disminuir la produccién

mitocondrial de radicales libres.

5. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CONJUNTO DE LA RESTRICCION DE
METIONINA EN LA DIETA Y EL BLOQUEO BETA-ADRENERGICO SOBRE
EL ESTRES OXIDATIVO MITOCONDRIAL

Como ha sido detallado en la Introduccion, las especies longevas muestran
simultaneamente una baja generacién mitocondrial de ROS y un bajo grado de
insaturacion de los acidos grasos de membrana cuando se comparan con las especies
de vida corta (Pamplona y Barja, 2011). Como se expuso en los capitulos anteriores,
estos efectos beneficiosos pueden ser experimentalmente obtenidos mediante la
restriccion de metionina, que reduce la produccidon mitocondrial de ROS o mediante el
tratamiento farmacoldégico con atenolol, que disminuye el otro factor, la insaturacién
de los acidos grasos de membrana (Figura D2). En esta tesis hemos estudiado por
primera vez el efecto conjunto de ambos tratamientos, con el fin de disminuir
simultaneamente los dos Unicos factores que correlacionan con la longevidad maxima
en distintas especies y estudiar si sus efectos sobre el estrés oxidativo pudiesen ser

aditivos o incluso sinérgicos.

La restriccion de metionina al 40% durante 7 semanas disminuyd la produccion
mitocondrial de ROS y la fuga de radicales libres en el complejo | del corazén de rata, lo
gue esta de acuerdo con el resto de trabajos llevados a cabo con esta intervencién en
otros organos (Sanz et al., 2006d; Caro et al., 2008; Caro et al., 2009a) (Tabla D1). Sin
embargo, de forma opuesta al efecto de este protocolo dietético, el tratamiento con
atenolol durante 7 semanas incrementd la produccién mitocondrial de ROS en el
complejo |, dado que este aumento fue observado con glutamato y succinato como
sustratos (pero no con succinato + rotenona). Estos resultados difieren de lo que se
demostrd en el trabajo anterior con atenolol a corto plazo (Objetivo 3), en el que el

tratamiento de 2 semanas con este fadrmaco no modificd la produccién mitocondrial de
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ROS, lo que podria deberse a que en este caso la duracidn del tratamiento fue mucho
mayor, siete semanas. Inicialmente, podriamos pensar que este incremento
contrarrestaria los posibles efectos beneficiosos del atenolol sobre otros parametros
relacionados con el estrés oxidativo (el grado de insaturacién de los acidos grasos de
membrana) como ha sido descrito anteriormente con el tratamiento con atenolol a
corto plazo (Objetivo 3). Sin embargo, la mayor produccion mitocondrial de ROS
inducida por el atenolol desaparecié con el tratamiento combinado del farmaco y de
la restriccion de metionina, indicando que cuando se llevaron a cabo ambos
tratamientos de forma conjunta, el efecto que ejercid la restriccion de metionina sobre
la produccién mitocondrial de ROS compensé la tendencia del atenolol a
incrementarlo. Por lo tanto, el tratamiento combinado de ambas intervenciones evita

el efecto negativo sobre la produccién mitocondrial de ROS inducido por el atenolol.

Con respecto al segundo factor que correlaciona con la longevidad maxima en
diferentes especies, el grado de insaturacién de los acidos grasos de membrana, la
disminucion observada en el DBI y el PI tanto con atenolol como con restriccion de
metionina fue similar. Pero cuando ambos tratamientos fueron implementados
conjuntamente, la magnitud del descenso en ambos parametros fue el doble de lo
observado con ambos tratamientos por separado, por lo que existié un efecto aditivo
de ambas intervenciones, que podria estar indicando que la restriccién de metionina y
el bloqueo de la sefalizacién B-adrenérgica podrian ejercer efectos sobre la
composicion lipidica mediante vias diferentes o potenciando el efecto sobre la misma.
La magnitud de los descensos del DBI y del Pl observados con atenolol suministrado
durante 7 semanas fue mucho menor que los descritos en el caso del tratamiento con
el farmaco durante dos semanas. Parece ser que, al igual que sucedid con la
produccién mitocondrial de radicales libres, los efectos del farmaco son diferentes en
funcién de la duracion del tratamiento. En este caso, tras siete semanas de
tratamiento el descenso observado en los indices de insaturacién global fue mucho
menor que lo observado tras un tratamiento agudo, lo que podria deberse a que quiza
en el tratamiento mds corto podriamos detectar los cambios que se producen como
respuesta inmediata mientras que con un tratamiento mas largo podria existir un

mecanismo de regulacion mas complejo.
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Figura D2. Estrés oxidativo mitocondrial y longevidad. La producciéon
mitocondrial de ROS y la insaturacion de los 4cidos grasos de membrana son dos
factores que correlacionan de forma inversa con la longevidad en las
comparaciones entre especies con diferente longevidad. Parte del efecto de la
restriccion de dieta sobre la longevidad podria deberse a la restriccion proteica y en
concreto a la restriccion de metionina, que actuarian a través de la disminuciéon de
la generacion de radicales libres y el consiguiente menor dafio oxidativo. La otra
parte del efecto de la RD estaria mediada por otros mecanismos, como la
sefializacion mediada por sirtuinas o la induccién de la biogénesis mitocondrial.
Por otro lado, el bloqueo de la sehalizacion beta-adrenérgica inducido por el
tratamiento con el atenolol actuaria a través del otro factor, el grado de
insaturacion de los acidos grasos de membrana.

Nuestros resultados también ofrecen diferencias respecto a trabajos anteriores

con restriccion de metionina (Tabla D2). Por un lado, los descensos en el DBI y el PI
obtenidos en nuestro estudio con restriccién de metionina al 40% en corazén de rata
tuvieron una magnitud de descenso del 10%, de forma similar a lo descrito

anteriormente en restriccidon proteica en higado con un tratamiento similar a corto

trabajo son ligeramente superiores a los que han sido descritos en restriccién de
metionina al 80% en higado y corazén, con una magnitud del 5% (Sanz et al, 2006d).
Estas diferencias pueden ser debidas a que las dietas utilizadas en el estudio con

restriccion de metionina al 80% fueron ligeramente diferentes, conteniendo una

2004). Sin embargo, los descensos obtenidos en nuestro
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mayor concentracién de acido glutdamico que las utilizadas en este caso. Por otro lado,
también existen diferencias con respecto a la mayoria de trabajos llevados a cabo con
restriccion de metionina al 40% a corto plazo (7 semanas) en higado (Caro et al., 2008),
rifidn y cerebro (Caro et al., 2009a) e incluso en corazén (objetivo 1) en los que no se
detectaron cambios en el DBl y en el Pl. En el caso de la restriccién de metionina al
40% en higado, la intervencion indujo la disminucién del acido graso poliinsaturado
20:4n-6, pero no hubo diferencias en el resto de acidos grasos (Caro et al., 2008).
Respecto al corazdn, segln el trabajo llevado a cabo en el objetivo 1, la restriccion de
metionina al 40% solo indujo cambios minimos en la presencia de tres acidos grasos:
disminuyd la cantidad del acido graso altamente insaturado 22:5n-3 y la del acido
graso saturado 18:0 e incrementd la cantidad del 4cido monoinsaturado 16:1n-7, sin
modificar el DBI ni el PI. Estos resultados difieren a lo que se ha obtenido en este caso,
en el que la restriccién de metionina al 40% disminuyé el DBI y el Pl con una magnitud
del 10%. El tiempo del tratamiento en los dos casos fue el mismo y la Unica diferencia
que puede explicar los resultados obtenidos es la composicidon de la dieta, que fue
ligeramente diferente en ambos casos. La dieta utilizada en el objetivo 1 tenia una
cantidad superior de acido ascérbico en la mezcla vitaminica que la dieta utilizada en el
objetivo 3, lo que podria afectar a la composicion de los acidos grasos de membrana.
En cualquier caso, parece que la restriccién de metionina puede ejercer efectos sobre
la composicidn lipidica y son necesarios mas estudios para aclarar si estos efectos

dependen del érgano estudiado y del grado de restriccién empleado en la dieta.

Respecto a los acidos grasos responsables de los cambios observados en ambos
tratamientos por separado, al igual que ocurre en las comparaciones entre especies
longevas y de vida corta, el acido araquiddnico 20:4n-6 y el dcido docosahexaenoico
22:6n-3, redujeron su presencia en las membranas celulares. En el caso del
tratamiento con atenolol, la magnitud de estos descensos fue del 15% en la cantidad
del acido 22:6n-3 y del 7% en la cantidad del acido 20:4n-6. Respecto a la restriccidn de
metionina al 40%, ambos acidos grasos vieron disminuida su presencia con un
descenso del 15%. Ademas, estas variaciones fueron mds notables cuando los dos
tratamientos experimentales se llevaron a cabo de forma conjunta, mostrando los

animales tratados con restriccién de metionina y atenolol una reduccién del 34% en el
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acido araquiddnico y del 50% en el dcido dosahexaenoico, similar a lo observado en el
Objetivo 3. Por lo tanto parece que los efectos que tanto la restriccién de metionina
como el tratamiento con atenolol indujeron sobre los acidos grasos mencionados
hicieron disminuir el grado de insaturacién de membrana de forma mds acusada
cuando ambas intervenciones se implementaron conjuntamente. Los mecanismos

responsables de estos efectos seran discutidos en el apartado 7.

De forma similar a lo observado en los estudios de restriccion de dieta, en otros
trabajos de restriccién de metionina (Lopez-Torres y Barja, 2008) y en los resultados
del objetivo 3, con tratamiento con atenolol a corto plazo, los marcadores de oxidacion
proteica (GSA y AASA) disminuyeron sus niveles en corazén tanto en el grupo de
animales restringidos en metionina al 40% como en los animales tratados con atenolol.
Ademas, el descenso de estos dos marcadores se acentio cuando ambas
intervenciones se llevaron a cabo de forma conjunta. Respecto al marcador de
lipoxidacidon, MDAL, su cantidad disminuyd de forma similar tanto en los animales
restringidos con metionina, como en los tratados con atenolol y los sometidos a ambas
intervenciones de forma simultanea, por lo que en este caso no detectamos un efecto
aditivo de ambas manipulaciones. Por ultimo, los marcadores de glicoxidaciéon
redujeron sus niveles en la intervencidn con restriccion de metionina, lo que encaja
con lo observado previamente en restriccion de metionina al 40% en corazdn (objetivo
1) y en otros 6rganos (Tabla D1). Sin embargo, los animales tratados con atenolol no
modificaron los niveles del marcador CEL pero disminuyeron los del marcador CML.
Previamente, segun los resultados del objetivo 3, hemos discutido como el tratamiento
con atenolol a corto plazo (2 semanas) incrementé los niveles de estos dos
marcadores, lo que propusimos que podria deberse a un incremento de los
intermediarios glicoliticos inducidos por el tratamiento. Estas diferencias, junto a las
descritas anteriormente respecto a otros pardametros indican que el bloqueo B-
adrenérgico mantenido durante mas tiempo ejerce cambios diferentes a los efectos
observados en un tratamiento mas corto. Respecto al marcador CEL, el tratamiento de
mayor duracién podria estar atentando los efectos, mientras que el marcador CML,
gue también puede ser considerado como marcador lipoxidativo podria estar

respondiendo en funcidon a los cambios en la peroxidacidn lipidica. En el caso del
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tratamiento conjunto de RMet y atenolol, el marcador CEL incrementd sus niveles
respecto a los animales restringidos en metionina pero no respecto a los animales
control, mientras que el marcador CML disminuyé de forma similar a lo observado en

los animales restringidos en metionina.

Los descensos en los marcadores de modificacion proteica observados en el caso
de la restriccién de metionina podrian deberse, como se comentd en el apartado 2 de
la discusion, a la menor produccidn de radicales libres asi como a un posible
incremento del catabolismo de las proteinas modificadas (Dhahbi et al., 2001). Sin
embargo, en el caso del tratamiento con atenolol, los descensos observados no son el
resultado de una menor produccion de radicales libres, por lo que debieron
producirse por la disminucion de la insaturacion de los acidos grasos de membrana,
qgue reduciria la susceptibilidad a la peroxidacién lipidica y asi la generacidon de
radicales secundarios y productos de peroxidacion lipidica que pueden modificar otras

macromoléculas como por ejemplo las proteinas.

A pesar de los resultados obtenidos en la produccién de radicales libres, el
tratamiento con atenolol disminuyé el daino oxidativo al ADN mitocondrial, lo que, al
igual que sucede con los marcadores de oxidacion proteica, puede ser consecuencia
del menor grado de insaturacién de los acidos grasos de membrana reflejado en el
menor DBl y PI tras el tratamiento. Estos resultados estdn de acuerdo con estudios
previos que han demostrado como la disminucidén de la insaturacién de los acidos
grasos de membrana conseguida mediante protocolos dietéticos disminuye también
los niveles de 8-oxodG en el ADN mitocondrial (Pamplona et al., 2004). Esto encaja con
el hecho de que el ADN mitocondrial al estar fisicamente asociado con la membrana
mitocondrial interna (Albring et al., 1977; Holt et al., 2007) puede ser muy susceptible
a los procesos de peroxidacién lipidica, acusando de manera notable los cambios que
se producen en la composicidon de las membranas, como es el caso. De nuevo, en este
aspecto, existe diferencia con respecto al tratamiento con atenolol a corto plazo, dado
gue en ese estudio no se observaron cambios en el dafo oxidativo al ADN
mitocondrial. Por lo tanto podria ser necesario un mayor tiempo de tratamiento para
detectar estas diferencias. Por otro lado y de acuerdo con estudios previos, la

restriccion de metionina disminuyd el dafio oxidativo al ADN mitocondrial, lo que
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podria ser debido en este caso a la menor produccidn de radicales libres, como ha sido
demostrado tanto en RD como en RMet al 80% (Lopez-Torres y Barja, 2008). El empleo
de los dos tratamientos de forma conjunta también disminuyd el marcador 8-oxodG,

con un descenso similar al obtenido en ambos tratamientos por separado.

Aunque existen estudios recientes que avalan el papel de la proteina SIRT3 como
mediadora de los efectos beneficiosos de la restriccion de dieta (Bell y Guarente, 2011;
Someya et al., 2010), en nuestro trabajo la cantidad de esta proteina se vio disminuida
como consecuencia de los dos tratamientos implementados por separado y también
cuando se aplicaron de forma conjunta. Respecto a los trabajos con restriccién de
metionina, estudios de la presente tesis han mostrado que no existe activacién de
otras sirtuinas, como la SIRT1 (Objetivo 2) y la SIRT5 (Objetivo 1), de forma similar a lo
demostrado en este caso, en el que los niveles de la SIRT3 se encontraron reducidos.
Por ello parece que ninguna de las sirtuinas mencionadas estarian implicadas en la
disminucion de la produccién mitocondrial de ROS y el estrés oxidativo observado bajo
esta intervencion nutricional. Esto no supone que la RD no pueda estar actuando a
través de estas proteinas, dado que el efecto que la Restriccion de metionina ejerce
sobre la longevidad, basado en la disminucién del estrés oxidativo, es solo una parte
del efecto de la RD, que ademas de actuar a través de esa via, podria hacerlo también
a través de otras aun desconocidas pero que podrian implicar cambios en estas
proteinas. Por otro lado, un estudio reciente llevado a cabo por Lai y colaboradores ha
demostrado que la sobreexpresién de la enzima AC5 induce disfuncién cardiaca en
ratones, mediante un mecanismo que inhibiria la proteina SIRT1 y como resultado el
factor de transcripcion FoxO3a, que disminuiria la transcripcion de la enzima
antioxidante MnSOD (Lai et al., 2013). Por lo tanto, el bloqueo de la sefializacion B-
adrenérgica podria estar actuando a través de la estimulacién tanto de la proteina p-
ERK como de la proteina SIRT1. En nuestro trabajo con atenolol, la proteina SIRT3, con
funciones diferentes a las que ejerce la SIRT1, se encontré reducida pero no se
determind la cantidad de la proteina SIRT1, lo que podria ser interesante para

investigaciones futuras.

Acerca de la sefializacion mediada por los tratamientos implementados y de

acuerdo a los resultados del capitulo I, en nuestro trabajo se demostré que el bloqueo
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B-adrenérgico durante siete semanas con atenolol incrementd la cantidad de p-ERK.
De forma similar la restriccion de metionina también indujo el aumento de los niveles
de esta proteina. Estos resultados estan de acuerdo con un trabajo llevado a cabo por
Tsai y colaboradores en 2010 en el que el cultivo de hepatocitos sujetos a restriccion
de metionina in vitro indujo un aumento de la proteina de sefializacion p-ERK (Tsai et
al.,, 2010) y con un trabajo llevado a cabo en cerebro, donde se demostré que la
restriccion de dieta era capaz de revertir el descenso inducido por la edad en la
cantidad de p-ERK (Zhen et al.,, 1999). El trabajo llevado a cabo por Sun y
colaboradores en 2009 analizé la cantidad de esta proteina y otras relacionadas con
esta via de sefializacidon tanto en ratones restringidos dietéticamente como en ratones
restringidos en metionina. Los resultados obtenidos indican que la restriccién de dieta
y la restriccion de metionina podrian estar regulados por diferentes vias de
sefializacion, dado que mientras que la restriccion de dieta incrementé la cantidad de
la proteina p-ERK en el higado, la restriccién de metionina no indujo cambios en los
niveles de esta proteina, tan solo se produjo un aumento en los niveles de la proteina
p-JNK2 (Sun et al., 2009). Esta diferencia con respecto a nuestros resultados obtenidos
con restriccion de metionina en corazén podria deberse a que en el trabajo llevado a
cabo por Sun y colaboradores la intervencidn nutricional se inicié a edades avanzadas y
en ratones, no como en nuestro caso, en el que los animales eran ratas jovenes. El
tratamiento combinado de restriccion de metionina y bloqueo B-adrenérgico con
atenolol indujo un incremento de la proteina p-ERK muy acentuado (con una
magnitud de aumento del 156%), reflejando no solo la simple suma de los efectos de
ambos tratamientos, sino su efecto sinérgico. La proteina p-ERK estd implicada en
numerosos procesos relacionados con la proliferacion celular y la apoptosis (Figura
D1), aunque en este caso podria estar modulando el estrés oxidativo, por ejemplo, el
grado de insaturacion de los acidos grasos de membrana, que es una caracteristica

compartida por ambos tratamientos.
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Figura D3. Efectos ejercidos por el tratamiento conjunto de la
restriccion de metionina y el tratamiento con atenolol. Ambos
tratamientos aplicados simultdneamente disminuyen la fuga de radicales libres
(FRL) en el complejo 1, el dano oxidativo a proteinas, la insaturaciéon de los 4cidos
grasos de membrana e incrementan la fosforilacion de la proteina ERK, que puede
estar modulando la expresion génica de procesos relacionados con la sintesis o
remodelacion de los 4cidos grasos de membrana. Como consecuencia, se induce la
disminucién del dafo oxidativo al ADN mitocondrial.

6. MODULACION DE LA PRODUCCION MITOCONDRIAL DE ROS. PAPEL DE
UNA SOLA MOLECULA: LA METIONINA

Nuestros datos avalan la idea de que el componente de la dieta responsable de la
disminucion del estrés oxidativo y de parte del efecto sobre la longevidad de la
restriccion de dieta es la metionina. La restriccion de metionina al 40% disminuye la
produccién mitocondrial de ROS en los principales drganos vitales tras un tratamiento
a corto plazo e incluso cuando esta intervencion se inicia en animales viejos (Tabla D1).
Ademas, en todos los casos, la modificacion en la produccién de ROS estuvo
acompafiada de un descenso en el daino oxidativo al ADN mitocondrial y a proteinas.
Aunque, hace unos anos, se pensd que existia una via de sefalizacién hormonal que

regulaba la longevidad a través de la modulacién del estrés oxidativo, los trabajos
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llevados a cabo en nuestro laboratorio junto con otros estudios permitieron
determinar que ni la via insulina/IGF-1 (Sanz et al., 2005b) ni las hormonas tiroideas
(Caro et al.,2007; Lopez-Torres et al., 2000; Venditti et al., 2003) eran responsables de
la modulacién de la produccidon mitocondrial de ROS. Por lo tanto, la modulacién de la
produccién de ROS durante la restriccion de dieta se produciria a nivel celular,
actuando cada célula en funcién de la cantidad de metionina que recibe. La metionina
es un aminodcido esencial, responsable de la iniciacidn de la sintesis proteica y que se
encuentra en baja concentracion en las proteinas. Por ello, tiene sentido que su falta
(que podria comprometer numerosas funciones celulares) pueda iniciar un programa
destinado a comprometer el éxito reproductivo e incrementar la longevidad. Los seres
vivos habrian adaptado este indicador a la falta de este aminodacido esencial, no a la
falta de aporte caldrico, porque un aporte calérico alto seria inutil si no se estuviese

incluyendo los aminodcidos esenciales que garantizarian la homeostasis celular.

La reduccién de la produccién mitocondrial de radicales libres tanto en los
experimentos procedentes de la Biologia Comparada como de la Biologia Experimental
se produce exclusivamente a nivel del complejo I. Ademas, el papel de este complejo
como regulador del envejecimiento se ha visto reforzado también por otro tipo de
estudios en los que se manipulaba su expresiéon. Por un lado, la ausencia de su
expresion en modelos de invertebrados ha demostrado incrementar la longevidad
(Dillin et al., 2002) y ademas, en moscas, también se ha demostrado que la sustitucién
del complejo | por una enzima alternativa (ND1, NADH deshidrogenasa interna 1)
presente en plantas y hongos pero ausente en la mayoria de animales, reduce la
produccién de ROS e incrementa la longevidad (Sanz et al., 2010), resultados que

refuerzan el papel de este complejo como regulador de procesos de envejecimiento.

De acuerdo con nuestros resultados y los obtenidos en trabajos previos de nuestro
laboratorio, parece que la ingesta de metionina es la responsable de la modulacién de
la produccién mitocondrial de ROS en el complejo I. Ahora cabe preguntarse qué
mecanismos son los responsables de esta regulacién. Antes de centrarnos en ellos, es
necesario mencionar que en ninguno de los trabajos de la presente tesis, el descenso
en la produccién mitocondrial de ROS se debid a variaciones en el consumo de oxigeno

ni a cambios en la enzima antioxidante MnSOD ni en las sirtuinas analizadas. De forma

213



DISCUSION

similar, un trabajo reciente con restriccion de metionina al 80% ha descrito la ausencia
de cambios en la actividad total de la enzima antioxidante SOD y de forma particular,
en la actividad de la MnSOD (Maddineni et al., 2013). Por lo tanto, el efecto observado
tiene que deberse a otros mecanismos que detallaremos a continuacién y que se

manifiestan con cambios cuantitativos o cualitativos en el complejo I:

* Cambios cuantitativos:

Un mecanismo simple estd basado en la disminucidn de la cantidad del complejo |
en las mitocondrias, que directamente conduciria a una menor produccién de
radicales libres. Esto ha sido descrito en la restriccion de dieta (Nicoletti et al., 2005) y
de proteinas (Sanz et al., 2004), asi como en las aves y mamiferos longevos en
comparacion con especies de vida corta (St-Pierre et al, 2002; Pamplona et al., 2005).
En los trabajos descritos en esta tesis con respecto a la restricciéon de metionina en
corazon, no hubo cambios en la cantidad del complejo | en el capitulo 1 pero, sin
embargo, si se describiéo menor cantidad de las dos subunidades del complejo | con un
tratamiento similar en el trabajo descrito en el capitulo 3. Ademas en ese caso también
se produjo el aumento de las cantidades de los complejo Il y Ill, que también ha sido
descrito previamente en otros trabajos con restriccion de metionina (Sanz et al.,
2006d). Estas diferencias pudieron deberse a que la composicion de las dietas fue
ligeramente diferente, conteniendo en el primer caso mayor cantidad de acido

ascorbico (vitamina C) en la mezcla vitaminica.

La disminucion de la cantidad de las subunidades del complejo | estaria de
acuerdo con lo descrito en otros trabajos para cerebro e higado bajo restriccidon de
metionina al 40% (Caro et al., 2008; 2009a ) y para corazén e higado tras la restricciéon
de metionina al 80% (Sanz et al., 2006d) . Sin embargo, parece que estos cambios son
regulados dependiendo del tejido o de la edad, porque en rifién no se mostré ninguna
variaciéon tras la restriccion de metionina al 40% y segun nuestros resultados del
capitulo 1.2., cuando este protocolo dietético se inicid a edades avanzadas tampoco
hubo cambios respecto a la cantidad del complejo |, tan sélo se indujo un incremento
en el complejo IV, que podria contribuir a facilitar el flujo electrénico y asi disminuir la

produccién de radicales libres. Sin embargo, este complejo suele encontrarse en
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exceso en la mitocondria y no ser limitante para el flujo electrénico. Adema3s, este
incremento solo fue significativo con respecto a los animales jovenes control pero no a
los viejos control, lo que sumado a la ausencia de cambios en el consumo de oxigeno
descartan esta posibilidad como responsable de la disminuciéon en la produccién

mitocondrial de radicales libres.

Acerca de la causa de la disminucién de la cantidad del complejo |, la flavoproteina
AIF puede estar implicada en estos cambios. Esta proteina, denominada factor
inductor de apoptosis (AIF), se encuentra en el espacio intermembrana y esta
implicada en procesos diversos que incluyen la regulacion de la apoptosis y el
mantenimiento de la funcién de la cadena respiratoria, concretamente la regulacion
del ensamblaje y estabilizacién del complejo | (Sevrioukova, 2011; Polster, 2013).
Nuestros resultados muestran la concordancia entre los cambios en la cantidad de esta
proteina y del complejo I, que se demostraron también bajo restriccién de metionina
en higado y cerebro (Caro et al., 2008, 2009a). Por lo tanto, parece que la reduccién de
la cantidad del complejo | es una tendencia generalizada bajo la restriccion de
metionina y que responde a la disminucién de la proteina AIF. Sin embargo, no se
extiende a todos los drganos ni cuando el tratamiento se inicia a edades avanzadas,
por lo que podria estar sujeta a cambios especificos de tejido y no a una regulacién
mas general. Por estas razones, estos cambios no pueden explicar por si solos la menor
produccién mitocondrial de radicales libres, estando otro tipo de cambios, como los

cualitativos, implicados en esta modulacién.

% Cambios cualitativos

La restriccion de metionina también induce cambios cualitativos en el complejo |
gue logran conseguir una menor fuga de radicales libres por parte de este complejo
respiratorio. Es decir, el complejo | de los animales restringidos en metionina es mas

Ill

eficiente evitando el “escape” de electrones y la consiguiente formacién de radicales
libres por flujo electrénico en la cadena respiratoria de forma similar a lo que ha sido
descrito en las especies longevas con respecto a las especies de vida corta (Barja,
2004a,b). La menor fuga porcentual de radicales libres en el complejo | ha sido

demostrado en la presente tesis con la restriccion de metionina al 40% en corazén y en
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higado cuando el tratamiento se inicié a edades avanzadas e incluso con el tratamiento
combinado de restriccion de metionina al 40% y atenolol durante 7 semanas. Ademas
estos resultados estan de acuerdo con trabajos previos llevados a cabo en nuestro
laboratorio que demostraron que la restriccién de metionina al 80% en higado y
corazon (Sanz et al., 2006d) y al 40% en cerebro, rifidn e higado en animales jévenes y
durante 7 semanas también disminuye la fuga de radicales libres en el complejo | (Caro
et al.,, 2008; 2009a) (Tabla D1). Este menor “escape” de electrones por parte del
complejo | puede ser debido a la disminucién del grado de reducciéon electrdnica, es
decir, al aumento del potencial redox del sitio donador de electrones al oxigeno del
complejo I. Esto ha sido demostrado en la presente tesis en el tratamiento de
restriccion de metionina al 40% en corazén y en higado a edades avanzadas, ya que la
disminucion de la produccién de radicales libres se observa, como en el caso de la RD,
la RMet al 80% en higado y corazén y la RMet al 40% en higado, cerebro y rifidn, con la
reduccion parcial del complejo |, es decir con el sustrato del complejo I, glutamato o
piruvato sin la presencia del inhibidor, rotenona, que generaria una reduccidon

completa.

Ademas, otro tipo de modificaciones pueden explicar la menor produccién de
radicales libres por el complejo | de forma cualitativa, como por ejemplo las
modificaciones post-traduccionales de nitracidn, fosforilacién o glutationizacién. Como
se explicd en la introduccidn, mantener un complejo | poco glutationizado podria
contribuir a disminuir la produccién de ROS (Taylor et al., 2003). Aunque en nuestro
trabajo no pudimos determinar si estos procesos se estaban produciendo, si que se
puede deducir de otros estudios que si la restriccion de metionina incrementa la
concentracién de glutation reducido en sangre (Richie et al., 1994), disminuira la de

glutation oxidado pudiendo reducir la glutationizacién del complejo I.

Para concluir este apartado, vamos a proponer un modelo que explique la
reduccion en la produccidn de ROS en el complejo | durante la restriccion de metionina
(Figura D4): Todo comienza con la disminucién de los niveles citosdélicos de metionina 'y
otros aminodcidos sulfurados como consecuencia de la restriccion de este aminoacido
en la dieta, lo que ha sido demostrado en varios trabajos y refrendado en un

interesante estudio llevado a cabo por la Dra. Perrone en al afio 2012 en el que se
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analizé la respuesta gendmica y metabdlica a esta intervenciéon nutricional (Perrone et
al., 2012b).
La alteracién de los niveles de este aminoacido u otros relacionados puede:
a) interaccionar quimicamente con las subunidades del complejo I.
b) modificar proteinas de sefializacién y por consiguiente la expresidén génica.

c) disminuir el sustrato NADH que cede electrones al complejo I.

Respecto al mecanismo a) la molécula de metionina, alguno de sus metabolitos o
algin aminodcido sulfurado que también varia sus niveles tras esta intervencidn
nutricional, podrian interaccionar quimicamente con el complejo | de forma que
podria llegar a modificar algunos polipéptidos criticos para el funcionamiento de este
complejo respiratorio. Asi, estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han
demostrado que la adicion directa de metionina a mitocondrias aisladas y funcionales
incrementd su produccién de radicales libres en higado y rifidn pero no en corazén y
cerebro (Gomez et al., 2011). Por lo tanto, si podria existir un efecto rdpido y directo
de la molécula de metionina sobre el complejo | en ciertos 6rganos. También ha sido
propuesto que en vez de la metionina, fuese alguno de sus metabolitos el responsable
de esta modulacién. En el trabajo comentado anteriormente, la homocisteina afiadida
directamente a mitocondrias aisladas y funcionales incrementé la produccién
mitocondrial de radicales libres en rifién pero la disminuyd en higado, cerebro y
corazon. Curiosamente, la restriccion de metionina incrementd los niveles de esta
molécula en higado (Elshorbagy et al., 2010), por lo que quiza también podria existir un
efecto de esta molécula a la hora de disminuir la produccién de radicales libres. El
resto de metabolitos estudiados, SAM y SAH no tuvieron efecto directo sobre la

produccién mitocondrial de radicales libres (Gomez et al., 2011).

Por otro lado, también se ha descrito que los efectos beneficiosos de la restriccion
de metionina sobre la reduccién del tejido adiposo estarian mediados por el menor
nivel de cisteina que se produce en la restriccién de metionina en higado (Elshorbagy
et al., 2011). Por ello, y aunque no ha sido estudiado todavia, la molécula de cisteina
también parece buena candidata para ejercer efectos sobre la produccidn mitocondrial
de ROS. Por lo tanto, parece que la metionina, la homocisteina o la cisteina podrian

interaccionar con algunas subunidades del complejo | modulando la produccidon
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mitocondrial de ROS. En principio y desde el punto de vista quimico, podriamos pensar
que la molécula de metionina, a diferencia de lo que sucede con la homocisteina o la
cisteina, tendria mas dificil el reaccionar con otros compuestos debido a que el grupo
azufre se localiza en el interior de la molécula y no esta disponible para una reaccién
directa. Pero se ha demostrado recientemente que la reaccidon de la metionina con
radicales hidroxilo generaria radicales de metionina que podrian dar lugar finalmente
al producto metanetiol (Spasojevic et al., 2012) que podria reaccionar con el complejo |
de forma similar a como lo podria hacer la cisteina. En conclusién, la restriccién de
metionina disminuye los niveles de metionina y cisteina e incrementa los de
homocisteina y estas variaciones podrian influir en el funcionamiento del complejo |

mediante reacciones quimicas.

El mecanismo b) propone que la restriccién de metionina podria estar alterando
los niveles de moléculas implicadas en procesos de sefalizacion y esto ejerceria
cambios a nivel de expresidn génica, que podrian disminuir la cantidad del complejo |
o modificar el grado de reduccién electrénica de este complejo. Por un lado, una de las
moléculas candidatas seria el metabolito de la metionina, S-Adenosilmetionina (SAM),
gue podria ver alterados sus niveles tras la restriccion de metionina, lo que estaria de
acuerdo con el incremento en sus niveles que se ha demostrado tras la manipulacién
contraria, la suplementacion de metionina en la dieta (Gomez et al., 2009). Dado que
esta molécula es un donador de grupos metilo, la metilacién del ADN podria verse
modificada a partir de las variaciones en los niveles de SAM. Como el envejecimiento
parece estar asociado a cambios de metilacién del ADN en sitios especificos
(Christensen et al., 2009; Maegawa et al., 2010; Cedar y Bergman, 2012), las dietas
restringidas en metionina podrian extender la longevidad en roedores a través de
cambios en la modulacion de los patrones de metilacién del ADN. De acuerdo con esto
y como se ha descrito en la presente tesis, nosotros detectamos que esta intervencion
nutricional indujo una pequefia pero significativa reduccion en el porcentaje de
metilacion global del ADN en corazén de rata Wistar, mientras que esto no se

reprodujo cuando la intervencidn se inicié a edades avanzadas.

A la vez, otros tipos de moléculas podrian ser modificadas por el tratamiento y

éstas podrian modular la expresion génica que resultaria en un menor estrés oxidativo.
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Este podria ser el caso de la proteina p-ERK, que aumentd su cantidad tras el
tratamiento con la restriccion de metionina como ha sido demostrado en nuestros
resultados del capitulo lll. Sin embargo, el hecho de que el tratamiento con atenolol
también incrementase los niveles de esta proteina y esta intervencién no disminuyese
la produccién mitocondrial de radicales libres plantea la posibilidad de que p-ERK no
esté relacionada con este proceso, por lo que podria estar regulando la expresiéon
génica de proteinas implicadas en otros procesos también relacionados con el estrés
oxidativo como ha sido discutido en el apartado anterior. En cualquier caso, este
mecanismo podria producir respuestas génicas destinadas a disminuir la cantidad del
complejo | por masa mitocondrial, lo que tenderia a disminuir la produccién de

radicales libres o a disminuir el grado de reduccién electrénica del complejo I.

El ultimo mecanismo c) que podria estar implicado en una menor produccién de
radicales libres seria la reduccién en la matriz mitocondrial del sustrato NADH que
cede electrones al complejo I. Aunque es mds probable que este mecanismo esté
actuando en el caso de la restriccién de dieta que en la restriccion de metionina, como
ha sido descrito en un estudio que demostré como sustratos como el piruvato, malato
y el succinato, asi como el NADH y el ratio NADH/NAD+ se vieron disminuidos en
animales restringidos dietéticamente (Burch et al., 1970), también ha sido descrita una
disminucion del piruvato y del lactato en el higado de animales sometidos a restriccién
de metionina (Perrone et al., 2012b), por lo que este mecanismo podria también ser

tenido en cuenta.

En conclusidn, estos mecanismos podrian contribuir a generar mitocondrias mas
eficaces con menor produccién de radicales libres lo que contribuiria a incrementar la
longevidad en la restriccidn de metionina y, junto con otros muchos cambios, en la

restriccion de dieta.
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Figura D4. Posibles mecanismos implicados en la disminucién de la
producciéon mitocondrial de ROS durante la restriccion de metionina.
La menor concentracion de metionina en el citosol puede conducir a tres tipos de
mecanismos: a) interaccién quimica con el complejo I, que podria reducir
directamente la produccion de radicales libres; b) modulaciéon de moléculas de
sefializacion que podrian inducir cambios en la expresién génica destinados a
disminuir la cantidad del complejo I o su grado de reducciéon electrénica; c)
disminucioén del sustrato NADH, que cede electrones al complejo 1.

PAPEL DEL ATENOLOL

A pesar de que en principio nuestra hipdtesis planteaba que el bloqueo de la
sefializacion B-adrenérgica podria disminuir la produccion mitocondrial de ROS,
nuestros datos experimentales no apoyan esta idea. En el primer trabajo llevado a
cabo con atenolol en ratdn, con un periodo corto de tratamiento, no se observaron
efectos sobre este pardmetro y la cantidad de las subunidades del complejo | se vieron
incrementadas. En el trabajo con atenolol a mas largo plazo, 7 semanas en corazén de
rata, se observé en cambio un incremento de la produccién mitocondrial de ROS en el
complejo | y una de las dos subunidades que conforman este complejo se vio
disminuida. Estos efectos no fueron consecuencia de variaciones en el consumo de
oxigeno y pudieron deberse a cambios cualitativos, como el incremento del grado de

reduccion electrénica o la modificacion post-traduccional del complejo I. La diferencia
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entre ambos tratamientos podria deberse a que en el primer caso se trataria de una
primera fase de respuesta diferente a la que se establece al cabo de un mayor tiempo
de tratamiento, que podria implicar procesos de regulacion mdas complejos. Ademas, la
disminucion de una de las dos subunidades podria reflejar una respuesta adaptativa
con el fin de moderar la produccion de radicales libres en el caso del tratamiento con

atenolol a mas largo plazo.

Sin embargo, el incremento de la produccién de radicales libres se neutralizé en el
grupo con el tratamiento conjunto RMet y atenolol, que ademas presenté menor fuga
de radicales libres que incluso el grupo control, situdndose al mismo nivel que los
animales restringidos. Por ello, cuando el tratamiento se combind, el efecto de la
restriccion de metionina sobre la produccion de radicales libres debié ser mayor que el
efecto ejercido por el fdrmaco y por tanto capaz de contrarrestarlo. Por lo tanto parece
que el efecto del bloqueo de la sefializacién beta-adrenérgica sobre la longevidad no
se debe, como en las manipulaciones dietéticas, a una menor produccién mitocondrial
de radicales libres y debe estar modulado por otros factores, como el grado de
insaturacién de los acidos grasos de membrana, el otro factor que relaciona el estrés

oxidativo y la longevidad en especies longevas frente a especies de vida corta.

7. MODULACION DE LA COMPOSICION LIPIDICA

Segun nuestros resultados, existe una clara modulacién de la composicién lipidica
por el bloqueo beta-adrenérgico mediante el tratamiento con atenolol. Sin embargo,
las intervenciones nutricionales no tienen un efecto tan claro (Tabla D2). La restriccion
de dieta no modificd el indice de dobles enlaces en el corazén de rata con un
tratamiento a corto plazo (Pamplona 2002a,b), pero si lo hizo cuando la intervencién
fue de mayor duracién, de un afio (Lambert et al., 2004). Sin embargo la restriccion
proteica (Ayala et al., 2007) y de metionina al 80% (Sanz et al., 2006d) a corto plazo en
higado y corazén si disminuyeron este parametro. Un trabajo reciente llevado a cabo
en el laboratorio del Dr. Pamplona describié que, ademas de disminuir la insaturacién
de los acidos grasos de membrana, la restriccion de metionina al 80% en ratones
indujo cambios en el perfil lipidico de forma similar en cerebro y médula espinal, lo

que sugiere un efecto especifico de la restriccion de metionina sobre el perfil lipidico
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del sistema nervioso, y de forma diferente sobre el tejido hepdtico. Los cambios
descritos en estos tres tejidos tras la RMet se basaron en modificaciones de
fosfolipidos especificos, esfingolipidos y la ubiquinona 9, cambios que describen
respuestas adaptativas de la composicién de la membrana lipidica con el fin de
incrementar la resistencia al estrés oxidativo (Jove et al., 2013). En cuanto a la
restriccion de metionina al 40% y como ha sido comentado anteriormente, no se ha
descrito efecto sobre el indice de dobles enlaces o el indice de peroxidizabilidad en
higado, rifién y cerebro (Caro et al., 2008; 2009a). En corazdn existen resultados
contradictorios, aunque segun los resultados del objetivo 4 es claro el descenso del DBI
y del PI tanto con la restriccion de metionina como con el tratamiento combinado de
RMet y atenolol. Por lo tanto, parece que la restriccion de metionina ejerce efectos
sobre la modulacion de la composicién lipidica y estos podrian depender del grado de
restriccidon del aminoacido en la dieta y en el caso de la restriccidon al 40% del tejido
estudiado. Con respecto al efecto del atenolol los cambios en la composicién de lipidos
de membrana se produjeron tanto con un tratamiento agudo (2 semanas) (Objetivo 3)

como mas largo (7 semanas), aunque el mayor efecto fue observado en el primer caso.

La pregunta que surge a continuacion es cdmo se produce esta modulacion y qué
consecuencias tiene en relacion al estrés oxidativo. Los mecanismos responsables de la
composicion de los acidos grasos de membrana pueden ser varios e incluir: la via de
desaturacion de los acidos grasos, el ciclo de deacilacidn-reacilacién y el papel de las

vias catabdlicas de PUFAs especificos.

Respecto a la via de desaturacidn, las enzimas desaturasas introducen un doble
enlace en una posicién especifica del acido graso. Aunque los mamiferos expresan tres
tipos de actividad desaturasa, delta-9, delta-6 y delta-5 (Guillou et al., 2010), los datos
disponibles indican que las actividades desaturasa delta-5 y delta-6 son menores en las
especies longevas que en las de vida corta (Pamplona et al., 2002c). Esto explicaria la
disminucion de la presencia de los acidos grasos altamente insaturados,
docosahexaenoico, 22:6n-3 y araquidénico 20:4n-6 en favor de los acidos grasos
mucho menos insaturados, linoleico 18:2n-6 y linolénico 18:3n-3 en las especies
longevas (Hulbert et al., 2007), dado que estas enzimas son limitantes en las sintesis de

los acidos grasos mencionados. De forma similar a lo que sucede en los animales
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longevos, los dos tratamientos con atenolol disminuyeron de forma muy marcada los
acidos grasos altamente insaturados docosahexaenoico 22:6n-3 y araquiddnico, 20:4n-
6. Sin embargo, sus precursores 18:3n-3 y 18:2n-6 no incrementaron sus niveles en
ninguno de los casos. A pesar de ello, la estimacion de diferentes actividades
desaturasas y elongasas llevada a cabo en el trabajo del objetivo 4, ofrecieron
resultados interesantes como la disminucion de la actividad desaturasa delta 5, como
ocurre en los animales longevos, en los animales tratados con atenolol. Alun asi, debido
a que la reduccién fue pequeiia y también se encontré un aumento de la actividad
desaturasa delta 6, creemos que deberian estar implicados cambios adicionales en el
metabolismo de los acidos grasos como la remodelaciéon de los grupos acilo de los
fosfolipidos mediante reacciones de deacilacién-acilacién o a través de vias

catabdlicas, especificas para diferentes PUFAs.

Por otro lado, en el modelo de restriccion de metionina y cuando esta
intervencion se implementé de forma conjunta con el tratamiento con atenolol
también se detectaron cambios en los acidos grasos mencionados 22:6n-3 y 20:4n-6 y
la actividad desaturasa delta5 disminuyé de forma acusada en el tratamiento conjunto
(80% de descenso). Ademds también se produjo el incremento en la actividad
desaturasa delta 6 y otra serie de cambios en las actividades de las elongasas, en
concreto la Elovl 2 y en la actividad de la beta oxidaciéon peroxisémica, encargada de

los ultimos pasos de la sintesis de los acidos grasos 22:6n-3 (Guillou et al., 2010).

Por lo tanto, parece que los modelos dietéticos estarian actuando de manera mas
marcada sobre las enzimas encargadas de la desaturacién, elongacién o beta oxidacion
peroxisdmica y el bloqueo beta-adrenérgico también podria inducir cambios en otras
vias, como el ciclo de deacilacion—reacilacion o a través de la activacion de vias
catabdlicas especificas de determinados PUFAs. El ciclo de deacilacién-reacilacion es
un mecanismo importante de modulacidon de la composicion lipidica dado que se
encarga de la introduccidn de acidos grasos poliinsaturados en la membrana. Parece
gue la baja insaturacién de los acidos grasos de membrana en las especies longevas
también podria deberse a cambios en este ciclo de deacilacién-reacilacidn, dado que
diversos estudios que han analizado las principales clases de fosfolipidos de las

membranas en estudios con diferentes especies o con la especie longeva rata topo
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desnuda (naked mole rat), han encontrado una redistribucién del acido araquiddnico y
docosahexaenoico solo en determinados tipos de fosfolipidos (fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina) que conforman la membrana (Portero-Otin et al., 2001; Mitchell
et al.,, 2007). Por lo tanto, el bloqueo B-adrenérgico podria estar modulando la
composicion lipidica a través de cambios en este ciclo, por lo que resultaria interesante
en un futuro, estudiar qué tipos de fosfolipidos que conforman la membrana se ven
afectados por esta redistribucién de dcidos grasos que confieren a la membrana mayor

resistencia al estrés oxidativo.

Tanto la modificacién en las enzimas desaturasas y elongasas como en las enzimas
gue participan en la beta-oxidacion peroxisémica y en los ciclos de deacilacion-
reacilaciéon podria responder a la variacién en la expresidon de genes nucleares como
respuesta a la senalizacion inducida por el bloqueo beta-adrenérgico o por la
restriccion de metionina. Una proteina clave en la regulacidn de la expresién génica de
las enzimas desaturasas y en general, de las enzimas encargadas de la sintesis de los
acidos grasos, es el factor de transcripcion SREBP-1c (Steroil regulatory element
binding protein 1-c), que modula la transcripcién de los genes que codifican para la
desaturasa 6y 5, y parece estar regulada por la sefializacion mediante insulina, y por la
presencia elevada de los PUFAs (Nakamura y Nara, 2002; Eberlé et al., 2004). Por lo
tanto, este factor de transcripcién podria estar siendo regulado por la proteina de
sefializacion p-ERK, que segln ha sido demostrado en nuestros trabajos se encuentra
incrementada tanto como consecuencia del bloqueo B-adrenérgico mediante el
tratamiento con atenolol como con la restriccidn de metionina al 40% en corazén. El
hecho de que distintas formas de este factor de transcripcion: SREBP-1a, SREBP-1c y
SREBP-2 hayan sido descritas como sustratos directos de la fosforilacion por Ia
proteina p-ERK (Kotzka et al., 2012), da pistas sobre el mecanismo por el cual esta

proteina podria estar regulando la composicion lipidica.

Ademas, también hemos demostrado como el tratamiento combinado de
RMet+atenolol incrementa de manera muy superior la fosforilacién de la proteina ERK
y eso va unido a un mayor descenso del grado de insaturacién de membrana. Por otro
lado, de acuerdo con un experimento llevado a cabo en el laboratorio de la Dra.

Perrone se ha demostrado que la restriccién de metionina al 80% ejerce efectos sobre
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numerosos genes, entre ellos, las enzimas elongasas y otras enzimas implicadas en el
metabolismo lipidico (Perrone et al.,, 2012b). Por ello proponemos que tanto la
restriccion de metionina como el tratamiento con atenolol podrian estar modificando
la expresion génica de enzimas implicadas en la modulacién de la composicion lipidica
mediante la regulacién del factor de transcripcién SREBP1-c, a través de la
estimulacion de la proteina p-ERK con el fin de generar membranas celulares no solo

mas resistentes al estrés oxidativo sino menos “propagadoras” del dafio.

Por ultimo cabe destacar que en el caso de la restriccion de metionina y como se
comentd anteriormente, la menor produccién de radicales libres disminuyé el dafio
oxidativo al ADN mitocondrial y a las proteinas. En el caso del atenolol, cuando el
tratamiento fue mas prolongado se redujo el dafio oxidativo al ADN mitocondrial a
pesar del incremento en la produccién de radicales libres. Esto puede achacarse al
papel importante que juega la composicion lipidica en el estrés oxidativo. El hecho de
gue las membranas celulares contengan una cantidad elevada de acidos grasos
poliinsaturados no solo las hace ser blanco directo para las reacciones con los radicales
libres sino que también las hace participar en una serie de reacciones en cadena con
los radicales libres. De esta forma, conseguir un bajo grado de insaturacion de los
acidos grasos de membrana, como en nuestro caso con el tratamiento con atenolol,
serd realmente ventajoso porque disminuird su sensibilidad a la peroxidacién lipidica y
protegerda otras moléculas contra el dano secundario derivado del proceso de
peroxidacién lipidica en si misma, como por ejemplo el caso del ADN mitocondrial,
altamente susceptible a este tipo de daio por su localizacidon en contacto incluso con
la membrana mitocondrial interna. Asi, nuestros resultados apuntan a la modulacién
de la composicion lipidica como un mecanismo importante en la disminucion de la tasa
de envejecimiento de ratones con la sefializaciéon B-adrenérgica interrumpida o

roedores restringidos en metionina.
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X La restricciéon de metionina al 40% a corto plazo disminuye la produccién y fuga
de radicales libres en el complejo | en mitocondrias cardiacas, lo que se acompaia
con el descenso en los niveles de dafio oxidativo al ADN mitocondrial y de dafio
oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo a proteinas. Estos cambios son similares a los
observados previamente en restricciéon de dieta y de metionina al 80% pero sin
efectos negativos sobre la tasa de crecimiento de los animales. Ademas, el grado
de metilacién global del ADN gendmico también se ve alterado tras este
tratamiento, lo que sugiere la posible existencia de cambios en la expresion

génica.

X Las ratas viejas (24 meses) mantienen la capacidad de disminuir la producciéon y
fuga de radicales libres en mitocondrias hepaticas en respuesta a la restriccion de
metionina al 40% durante 7 semanas, al igual que ha sido descrito en ratas
jovenes. Ademds, la restriccibn de metionina iniciada a edades avanzadas
disminuye el dafio oxidativo al ADN mitocondrial y revierte el incremento
producido por la edad en los marcadores de modificacion proteica. Ello indica que
la restriccién de metionina resulta efectiva para reducir el estrés oxidativo incluso

a edades avanzadas.

* Nuestros trabajos, junto con estudios previos llevados a cabo en nuestro
laboratorio, indican que la metionina podria ser el componente de la dieta
responsable de la disminucién en el estrés oxidativo y probablemente de parte del

incremento en longevidad que se produce en la restriccién de dieta.

X La interrupcion de la sefalizacion B-adrenérgica tras 2 semanas de tratamiento
con atenolol disminuye el nivel de los marcadores de oxidacién y lipoxidacién
proteica, reduce de forma muy marcada el grado de insaturacién de los acidos
grasos de membrana, e incrementa la cantidad de la proteina p-ERK en el corazon
de raton C57BL/6. Sin embargo este tratamiento no afecta a la produccion

mitocondrial de radicales libres ni al dafo oxidativo al ADN mitocondrial.
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Estos resultados apoyan la idea de que el incremento de longevidad observado en
los ratones AC5KO, con la sefializacion B-adrenérgica bloqueada, puede estar
relacionado con la menor insaturacion de acidos grasos de membrana y el
consiguiente menor dafo lipoxidativo a las proteinas celulares, lo que podria estar

inducido por un incremento en la seializacién mediada por la proteina ERK.

Los trabajos expuestos en la presente tesis indican que los dos factores que
correlacionan con la longevidad de aves y mamiferos: una baja intensidad de
produccién mitocondrial de radicales libres y un bajo grado de insaturacién de los
acidos grasos de membrana pueden ser obtenidos mediante la restriccion de

metionina en la dieta o el tratamiento con atenolol.

El tratamiento combinado de restriccion de metionina en la dieta y atenolol en el
agua de bebida disminuye el grado de insaturacién de los acidos grasos de
membrana, los marcadores de oxidacidn proteica e incrementa la cantidad de la
proteina p-ERK de forma mas acusada que cada uno de los tratamientos utilizados
por separado. Ademas, el tratamiento combinado revierte el incremento de la
produccién mitocondrial de radicales libres inducido por el tratamiento con
atenolol, disminuye la fuga de radicales libres en el complejo | y el dafio oxidativo

al ADN mitocondrial.

Aunque las variaciones en los niveles de dano oxidativo al ADN mitocondrial se
relacionan con las variaciones en la produccion de radicales libres, el grado de
insaturaciéon de los acidos grasos de membrana también puede contribuir a
modificar el dafio al ADN mitocondrial, dado que no solo modula la susceptibilidad
a la peroxidacién lipidica sino que también regula la produccion secundaria de

radicales libres.
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ANEXO I

ANEXO I: DISENO EXPERIMENTAL

OBJETIVO 1

RESTRICCION DE METIONINA AL 40% A CORTO PLAZO

Grupo experimental Control Restringido
Rata Wistar £
7 semanas
Tratamiento Alimentacion Restriccion de
7 semanas pair feeding metionina al 40%

Consumo de oxigeno v produccidn mitocondrial de ROS
Pardmetros Dafio oxidativo al ADN mitocondrial
estudiados  Dafio oxidativo a las proteinas mitocondriales
Carazdn Compaosicion lipidica de las membranas mitocondriales
Grado de metilacién del ADN gendmico
Cantidad de los complejos respiratorios I, 11, 11T y IV
Cantidad de las proteinas Mn-S00C, AIF v SIRTS

OBJETIVO 2

RESTRICCION DE METIONINA Y ENVEJECIMIENTO

Grupo : . . ..
experimental Control joven Control viejo Restringido viejo
Rata Wistar £ (& meses) (24 meses) (24 meses)
Tratarmiento _ . ) . Restriccion de

7 sermanas Alimentacion pair feeding metioning al 40%

]

Pardmetros  —onsumo de oxigeno y produccidon mitocondrial de ROS
astudiados  Dafio oxidativo al ADM mitocondrial
Higado Dafio uxidativp a !as proteinas mitnc_cmdriales

Grado de metilacion del ADN gendmico

Cantidad de los complejos respiratorios I, IT, IIT Y IV
Cantidad de las proteinas Mn-50D,AIFSIRT1,PGC1, TFAM v MNrf2
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OBJETIVO 3

BLOQUEO DE LA SENALIZACION p ADRENERGICA

Grupo experimental Control Tratado
Raton C57BL/E £
7 semanas

Solucion de 0,1 g/L

Tratamiento de atenolol (Sigma,
2 semanas A7655) en el agua
== de bebida =

,, |

Consumo de oxigeno v produccion mitocondrial de ROS
Parametros Dafo oxidativo al ADN mitocondrial

estudiados Dafio oxidativo a las proteinas mitocondriales
Corazon Composicion lipidica de las membranas
Grado de metilacion del ADN gendmico
Cantidad de los complejos respiratorios I, 11, 1Ty IV
Cantidad de las proteinas AIF, ERK y p-ERK

*= Estudios previos han demostrado que esta dosis de atenolol causa
blogueo de los receptores B1-adrenérgicos (Williams et al., 2003)

**=|Los animales tuvieron acceso libre al agua de bebida. La ingesta de
agua y de comida por animal fue controlada diariamente.

OBJETIVO 4

RESTRICCIE'}N DE METIONINA Y BLOQUEO DE LA
SENALIZACION B ADRENERGICA

Grupo o Restringido
experimental Control  Tratado Restringido trata';tl:ln 4
Rata Wistar £ 0,1 g/L de 0.1 g/L de
7 semanas atenolol en atenolol en
agua de agua de
bebida bekida
Tratamiento i ., ) . P i
— . Alimentacién pair feeding Restriccion de metionina
7 sernanas al 40%
r I

Parimetros Consumo de oxigeno y produccidn mitocondrial de ROS

estudiados Dafio oxidativo al ADN mitocondrial

Corazén Dafio oxidativo a las proteinas mitocondriales _
Compaosicion lipidica de las membranas mitocondriales
Cantidad de los complejos respiratorios I, II, 11T Y IV
Cantidad de las proteinas AIF, SIRT3, ERK vy p-ERK
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DIETAS EMPLEADAS

Salvo en el objetivo 3, en el que se empled una dieta estdndar para roedores
(Panlab, Spain), las dietas utilizadas en el resto de experimentos fueron dietas
semipurificadas, encargadas a MP Biochemicals (Irvine, CA) e importadas a Espafia por
Leti (Barcelona, Spain) (Tabla Al). Los animales controles fueron alimentados con una
dieta semipurificada basada en la composicién AIN-93G del Instituto de Nutricidn de
los Estados Unidos de América. La dieta que se proporciond a los animales restringidos
en metionina fue una modificacion de la anterior, reduciéndose su contenido en
metionina en un 40% (desde el 0,86% en los controles hasta el 0,516% en los animales
restringidos). Esta disminucidon de la metionina se compensd con el incremento del
resto de componentes en proporciéon directa a su abundancia en la dieta. Dado que la
disminucion de la metionina fue pequeiia, con este procedimiento las cantidades
ingeridas por dia de todos los componentes de la dieta, excepto la metionina, fueron
practicamente idénticos en los animales controles y experimentales.

La ingesta se controld diariamente y los animales controles recibieron cada dia la
misma cantidad de alimento que los animales restringidos habian ingerido como media
el dia anterior (método pair feeding) dado que existen evidencias que demuestran que
los roedores sometidos a RMet tienden a comer algo menos de lo normal (Richie et al.,
1994; Miller et al.,, 2005). Este procedimiento asegura que ambos grupos
experimentales consumen la misma cantidad de calorias y ayuda a minimizar el
potencial problema del caracter probablemente subdptimo de los animales controles

alimentados ad libitum (Martin et al., 2010).
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Tabla A1: Composicion detallada de las dietas semipurificadas empleadas en los
objetivos 1, 2, y 4.

Dieta Restringida en

Componentes (g/100g) Dieta Control metionina al 40%
L-arginina 1,12 1,124
L-lisina 1,44 1,445
L-histidina 0,33 0,331
L-leucina 1,11 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 5,017
Almidon de maiz 31,80 31,92
Sacarosa 31,79 31,92
Celulosa 5 5,017
Bitartrato de colina 0,2 0,201

Mezcla de vitaminas* 1,00 *(1,02) 1,003 *(1,023)

Mezcla de minerales 3,5 3,512
Aceite de maiz 8 8,028

*La dieta empleada en el objetivo 1 fue ligeramente diferente, conteniendo en
la mezcla vitaminica una cantidad extra de 0,02 gramos de acido ascorbico en cada

dieta.
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ANEXO II: RESUMEN DE LOS METODOS EMPLEADOS

Aislamiento mitocondrial y consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas

Las mitocondrias se obtuvieron mediante distintos protocolos de centrifugacién
diferencial. En todos los trabajos recogidos en esta tesis se utilizaron mitocondrias
funcionales. El grado de acoplamiento y funcionalidad mitocondrial se valoré mediante
el indice de control respiratorio (RCI) que es la relacidn entre el consumo de oxigeno
en estado 3 (fosforilacién oxidativa) y en estado 4 (reposo). El consumo de oxigeno

mitocondrial se valord por polarografia con un electrodo tipo Clark.

Valoracion de la produccion mitocondrial de especies reactivas del oxigeno

La determinacién de la tasa de produccién mitocondrial de especies reactivas del
oxigeno se realizd mediante el método fluorimétrico descrito por Barja en 2002,
especifico para el perdxido de hidrégeno que reacciona con el acido homovanilico en
presencia de peroxidasa de rabano y produce un dimero fluorescente (con excitacidn
312 nm, emisién 420 nm) (Barja, 2002). La adicidon de superdxido dismutasa en el
medio de incubacién permite transformar el superdxido producido por la cadena
respiratoria en perdxido de hidrégeno, que es detectado en nuestro método.

Con el fin de localizar el complejo responsable de la produccidon de radicales libres
y los mecanismos causantes de su modificacidon en cada caso, se utilizaron sustratos
ligados al complejo | (glutamato/malato o piruvato/malato) y sustratos ligados al
complejo Il (succinato), asi como distintos inhibidores especificos (rotenona en el caso
del complejo | y Antimicina A en el complejo IlI).

El consumo de oxigeno y la produccidon de radicales libres se realizaron en las
mismas condiciones, lo que permite el calculo de la fuga de radicales libres, que es el
porcentaje de electrones que escapan de la cadena respiratoria generando radicales
libres en lugar de reducir el oxigeno a agua e indica el grado de eficiencia de la cadena
respiratoria en transportar electrones para producir ATP minimizando la produccion

mitocondrial de ROS.
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Valoracion del estrés oxidativo: dafio al ADN mitocondrial y a las proteinas
mitocondriales

El estudio del dafo oxidativo al ADN se realizé a partir del aislamiento del ADN
mitocondrial segln Latorre y colaboradores en 1986 (Latorre et al., 1986) adaptado a
mamiferos (Asuncion et al., 1996) y la cuantificacién de la 2°deoxiguanosina y de su
correspondiente base oxidada 8-hidroxi-7,8-2"deoxiguanosina (8-oxodG) mediante
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con deteccidon ultravioleta y
electroquimica-culométrica respectivamente (Loft y Poulsen, 1999). El dafio oxidativo
a proteinas se valoré mediante precipitacién de las proteinas y posterior analisis por
cromatografia de gases/espectrofotometria de masas (GC/MS) segin Pamplona et al.,
(2000) y Requena et al., (2001). Se analizaron los siguientes marcadores especificos:
Semialdehido glutdmico (GSA) y Semialdehido aminoadipico (ASA), marcadores de
oxidacion proteica; NS—(carboximetiI)—Iisina (CML) y NS—(carboxietiI)—Iisina (CEL),
marcadores de dafo glicooxidativo y NS-(maIondialdehido)-lisina (MDAL), marcador,

junto con CML de lipooxidacién.

Composicion lipidica de las membranas celulares y mitocondriales

La determinacién de los acidos grasos de las membranas se realizé de acuerdo a
Pamplona et al., 1999a, mediante técnicas de cromatografia de
gases/espectrofotometria de masas (GC/MS). Se valoraron los siguientes parametros:
Composicién individual de los acidos grasos; Porcentaje de acidos grasos saturados
(SFA); Porcentaje de 4cidos grasos insaturados (UFA); Porcentaje de acidos grasos
monoinsaturados (MUFA); Porcentaje de &acidos grasos poliinsaturados (PUFA);
Longitud media de cadena (ACL), calculada como: [(2%Totall4 x 14) + (2%Total16x16)
+ (X%Total18x18) + (2%Total20x20) + (3% Total22x22) + (% Total24x24)]/100. La
densidad de dobles enlaces de la membrana fue calculada como el indice de Dobles
Enlaces, DBI= [(1xZmol% monoenoico) + (2xZmol% dienoico) + (3xZmol% trienoico) +
(4xZmol% tetraenoico) +(5xImol% pentaenoico) + (6xXmol% hexaenoico)].
Finalmente, la susceptibilidad de la membrana a sufrir peroxidacion se calculé como el
indice de Peroxidizabilidad, PI= [(0.025xZmol% monoenoico) + (1xEmol% dienoico) +
(2xZmol% trienoico) + (4xZmol% tetraenoico) + (6xImol% pentaenoico) + (8xImol%

hexaenoico)]. La actividad de las enzimas elongasas y desaturasas se estimaron como
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la relacion entre el producto especifico y el sustrato de cada enzima (Guillou et al.,
2010); A9(n-9) = 18:1n-9/18:0; A5 (n-6) = 20:4n-6/20:3n-6; A6(n-3) = 24:6n-3/24:5n-3;
A6(n-3) = 18:4n-3/18:3n-3; ELOVL5(n-6) = 20:2n-6/18:2n-6; ELOVL2 & 5 = 22:4n-
6/20:4n-6; ELOVL2 & 5 = 22:5n- 3/20:5n-3, y ELOVL2(n-3)= 24:5n-3/22:5n-3. La

oxidacion B-peroxisémica se calculé mediante la relacidn entre 22:6n-3/24:6n-3.

Grado de metilacion del ADN genémico

El grado de metilacién del ADN genémico fue cuantificado con un Kit Methylamp de
cuantificacion de metilacion global del ADN (P-1014 Epigentek). La fraccién metilada
del ADN (expresada como % del total del ADN gendmico) fue reconocida por un

anticuerpo frente a 5-metilcitosina y cuantificado a través de una reaccién tipo ELISA.

Cuantificacion proteica
La cantidad de los complejos respiratorios y de proteinas implicadas en vias de
sefializacion asociadas a la longevidad y a la biogénesis mitocondrial fue determinada

por Western Blot mediante la utilizacidn de anticuerpos monoclonales.
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TITLE: Mitochondrial oxidative stress modulation through dietary methionine
restriction or beta-adrenergic signaling blocking. Relation to longevity in rodents.

SUMMARY

INTRODUCTION

Understanding the mechanisms underlying the ageing process is one of the most
relevant issues for the human being. Despite many theories of ageing have been
proposed, The Mitochondrial Free Radical Theory of Aging is currently supported by
different kind of experimental and comparative studies (Pamplona and Barja, 2011).
According to this theory (Harman, 1972; Miquel et al., 1980), mitochondria, and
particularly respiratory complexes | and Ill are important sources of reactive oxygen
species (ROS) that can oxidatively damage many different kind of cellular

macromolecules.

Comparative studies have identified two oxidative stress related factors that
inversely correlate with longevity in mammals and birds: the intensity of mitochondrial
ROS production and the fatty acid unsaturation degree (Pamplona and Barja, 2011).
Long-lived animal species have low rates of mitochondrial ROS production at complex |
and low levels of oxidative damage at their mitochondria. Interspecies comparisons
also show that the specific compositional pattern of lipid cellular membranes in long-
lived animal species gives them a high resistance to oxidative modification, which is
obtained by decreasing the fatty acid unsaturation degree, the number of fatty acid

double bonds (DBI, double bond index ) (Pamplona et al., 2002; Hulbert et al., 2007).

In addition, experimental studies also connect longevity with oxidative stress
related factors. Dietary Restriction, (DR) which extends longevity in many different
organisms, also lowers the rate of mitochondrial ROS production at complex | and
mitochondrial oxidative damage in many vital tissues (Gredilla and Barja, 2005). In
order to look for the specific dietary component responsible for these beneficial
effects during DR, different nutritional interventions have been performed. In
agreement with their lack of effect on longevity, neither lipid restriction, nor
carbohydrate restriction change oxidative stress related parameters. However, protein
restriction (PR) and, specifically, 80% restriction of a single nutrient, the aminoacid

methionine, increases longevity and decreases the rate of mitochondrial ROS

269



ANEXO IIT: ENGLISH VERSION

generation at complex | and the oxidative damage in rat heart and liver mitochondria
(Lopez-Torres and Barja, 2008; Sanchez-Roman and Barja, 2013). However, 80%
methionine restriction (MetR) and DR induce negative effects such as delays in puberty

and decreases in growth rate and final body size.

In addition to dietary studies, it has been shown that genetic manipulations also
might modulate ageing. Extension of life span in C57BL/6 mice has been obtained
through the interruption of B-adrenergic receptor signaling at the level of type 5
isoform of adenylyl cyclase (AC) (Yan et al., 2007). In this animal model, knocking out
AC5 (AC5 knockout [KO] mice) increases mean and maximum longevity, delays bone
and heart deterioration and activates the Raf/MEK/extracellular signal-regulated
kinase (ERK) signaling pathway. Although a decrease in oxidative stress has been
proposed as mediator, the mechanisms involved in life extension in this animal model

have not been clarified.

For these reasons, the general aim of this thesis is to clarify the mechanisms by
which dietary methionine restriction and beta-adrenergic signaling blocking delay the
ageing rate. It seems especially interesting to test if the two main oxidative stress-
linked factors related to longevity mentioned above: mitochondrial ROS generation
rate and the fatty acid unsaturation degree are also decreased in rodents under these
manipulations. To achieve this goal, we propose the following specific objectives: 1. To
clarify the effects of 40% methionine restriction on mitochondrial oxidative stress in
the rat heart. 2. To determine if aged rats maintain the capacity to lower mitochondrial
oxidative stress in response to a short-term exposure to methionine restriction. 3. To
investigate if beta-adrenergic blocking through atenolol treatment modifies oxidative
stress in C57BL/6 mice heart. 4. To study the effects of combined treatment of

methionine restriction and atenolol on mitochondrial oxidative stress in the rat heart.
RESEARCH CONTENTS

1. Effects of dietary methionine restriction on mitochondrial oxidative stress in the rat

heart
In this investigation, 40% dietary methionine restriction was performed for 7
weeks in rats, in order to determine if methionine is the dietary component

responsible for the beneficial effects of 40% dietary restriction on oxidative stress.
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40% Methionine restriction during 7 weeks did not change growth rate and
decreased mitochondrial ROS production exclusively at complex I, without modifying
mitochondrial oxygen consumption or the amount of the antioxidant enzyme
superoxide dismutase manganese (MnSOD) in rat cardiac mitochondria. In agreement
with the decrease in mitochondrial ROS production, 40%MetR reduced the oxidative
damage to mitochondrial DNA and the markers of protein oxidation, lipoxidation and
glicoxidation. These beneficial changes were similar, although slightly less profound, to
the ones previously observed in the rat heart under 80%MetR, suggesting a dose-
dependent effect of methionine (Sanz et al., 2006), and were greater than the ones
described in rat heart under 40%DR (Gredilla et al., 2002), that needs a long-term

treatment to induce similar effects.

We also investigated whether decreasing dietary methionine content could induce
effects on an important mechanism of gene expression modification: DNA
methylation. We found that our nutritional intervention lowered the global genomic
DNA methylation, which fits well with our hypothesis since dietary methionine is
essential for synthesis of S-adenosylmethionine (SAM) that provides methyl groups
required for DNA methylation. Thus, it is possible that qualitative changes leading to a
lower mitochondrial ROS production were secondary to changes in gene expression
induced by the decrease in DNA methylation. Finally, the amount of SIRT5 and global

unsaturation indexes were not modified by our treatment.

2. Methionine restriction and aging: Effects of methionine restriction applied at old age

on mitochondrial oxidative stress in rat liver

In order to determine if old rats maintain the capacity to lower oxidative stress in
response to 40%MetR similarly to young animals, we studied the effects of this
intervention in old rats (24 months of age) fed with control diet or 40%MetR diet and

young rats (6 months) fed with control diet during 7 weeks.

Methionine restriction applied at old age lowered mitochondrial ROS production
and free radical leak at complex | as well as oxidative damage to mitochondrial DNA in
liver, which is in agreement with results previously found in young rats under MetR

(Sanz et al., 2006; Caro et al., 2008). Furthermore, this nutritional intervention was
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able to totally or partially reverse the aging-related increases in protein modification.
Our results show that old rats maintain the capacity to respond to methionine

restriction with a decrease in mitochondrial oxidative stress.

In the present study performed in old rats and in contrast to what had been
observed in young rats under MetR (objective 1), global DNA methylation was not
modified. This could mean that the capacity of MetR to decrease global DNA
methylation is lost during aging in rat liver. Regarding to mitochondrial biogenesis,
sirtuins and antioxidant factors, we detected an increase in the amount of SIRT1 with
age, and decreases in SIRT1 and Mitochondrial transcription factor A (TFAM) with
MetR, whereas PGC1, Nrf2 and MnSOD did not change. Our results suggest that MetR
does not decrease oxidative stress through sirtuins or antioxidants factors. Concerning
mitochondrial biogenesis, the effects of MetR could be tissue or age specific because,
increases in PGC1 with the same dietary protocol have been detected in young rat

brain (Naudi et al., 2007).

3. Modulation of mitochondrial oxidative stress through the interruption of B-

adrenergic signaling pathway

To delve into the study of the mechanisms by which the interruption of B-
adrenergic signaling increases longevity in C57BL/6 mice, we blocked B-adrenergic
receptor signaling in these mice using the B1 selective blocker atenolol in drinking
water for 2 weeks and we measured oxidative-stress related parameters in the mouse
heart.

Atenolol treatment did not change the mitochondrial ROS generation rate and the
oxidative damage to heart mitochondrial DNA. Then, we measured the other known
oxidative stress-related parameter that is low in long-lived animals, the fatty acid
unsaturation degree. Strikingly, we found that atenolol treatment strongly decreased
the total number of fatty acid double bonds (DBI) as well as the peroxidizability index
(P1) in the heart of C57B/6 mice, and that was due to decreases in the highly
unsaturated 22:6n-3 and 20:4n-6 fatty acids and to increases in the much less
unsaturated 16:0, 18:1n-9 and 16:1n-7 fatty acids. These changes confer the cellular
membranes superior resistance to lipid peroxidation and lower lipoxidation dependent

damage to macromolecules. In agreement with this, atenolol treated mice showed
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lower levels of protein lipoxidation and oxidation markers, whereas glicoxidation
markers were increased, which can be due to an increase in glycolytic intermediates,
possibly induced by atenolol treatment. Finally, with the aim of clarifying the signaling
mechanisms involved in the changes observed, we found that atenolol treated mice
had higher levels of p-ERK signaling protein, similarly to what has been previously
found in AC5KO mice.

Therefore, our results lead to the proposal that the increase in longevity
observed in AC5KO mice can be due in part to the decrease in fatty acid unsaturation
degree and oxidative stress induced by changes in gene expression activated by

increases in ERK-dependent signaling.

4. Effects of combined treatment of dietary methionine restriction and B-adrenergic

signaling blocking on mitochondrial oxidative stress.

According to the results obtained in the first and third objective, we observed that
both treatments applied separately were able to modify the only two known traits that
correlate longevity with oxidative stress. From these, decreasing mitochondrial ROS
production seems to be at work in dietary and methionine restriction, whereas in the
case of the B-adrenergic blockade, is the second mechanism, lowering the fatty acid
unsaturation degree, the one involved. In order to study whether simultaneous
application of both treatments is able to induce additive or even synergic effects, we
studied the effects of Control, atenolol, MetR or MetR+atenolol treatments in male
Wistar rats. After 7 weeks of treatment we measured oxidative-stress related

parameters in the rat heart.

Despite in our study atenolol treatment increased mitochondrial ROS production,
this was reverted when both treatments were implemented simultaneously, similarly
to what was found in free radical leak. Both MetR and atenolol treatment lowered
oxidative damage to mitochondrial DNA and proteins, as well as, the fatty acid
unsaturation degree, which seemed to be due, at least in part, to decreases in
desaturase and elongase activities or peroxisomal B-oxidation. Furthermore, the
phosporylation of extracellular signal-regulated kinase (ERK) was stimulated by MetR
and atenolol treatment. The decreases in membrane fatty acid unsaturation and

protein oxidation, and the increase in p-ERK showed synergic effects of both
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treatments. In summary, simultaneous treatment with MetR and atenolol was more

efficient than either single treatment alone to lower oxidative stress in rat heart

mitochondria.

CONCLUSIONS

*
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Short-term 40% methionine restriction decreases mitochondrial ROS production
and free radical leak at complex |, the level of 8-oxodG in mitochondrial DNA
(mtDNA) and the amount of protein modification markers in the rat heart. These
changes are similar to the ones previously observed in dietary restricted and 80%
methionine restricted animals but without negative effects on the growth rate.
Furthermore, global DNA methylation degree is also decreased by our
intervention, which suggests that changes in gene expression could be involved in

the observed effects.

Aged rats (24 months of age) maintain the capacity to lower mitochondrial ROS
production and free radical leak at complex | in the rat liver in response to short
term 40% methionine restriction, similarly to what has been shown in young
animals. In addition, methionine restriction implemented at old age decreases the
oxidative damage to mtDNA and reverses aging-related increases in protein
modification. These results suggest that methionine restriction is able to reduce

oxidative stress even when it is implemented at old age.

Our results reinforce the idea that methionine is the dietary component
responsable for the decrease in mitochondrial oxidative stress and possibly for

part of the increase in longevity that takes place during DR.

Interruption of B-adrenergic signaling through 2 weeks atenolol treatment
strongly decreases the fatty acid unsaturation degree, the levels of protein
lipoxidation and oxidation markers, and increases the amount of p-Extracellular
signal regulated kinase (ERK) signaling protein in the mouse C57BL/6 heart.
However, this treatment does not modify mitochondrial ROS production and

oxidative damage to mtDNA.
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X These results support the idea that the increased longevity of the AC5 KO
(Adenylyl cyclase 5 Knock Out) mice can be due in part to an ERK signaling
mediated stress resistance due to a decrease in fatty acid unsaturation, leading to
lower lipid peroxidation and decreased lipoxidation-derived damage to cellular

proteins.

* A low rate of mitochondrial ROS production and a low fatty acid unsaturation
degree are characteristic traits of long-lived animals and can be obtained in a

single species by methionine restriction or atenolol treatment.

X Simultaneous treatment with methionine restriction and atenolol is more efficient
than either single treatment alone to lower the fatty acid unsaturation degree and
the protein oxidation markers and to increase the phosphorylation of ERK
signaling protein. Furthermore, combined treatment MetR + atenolol reverses the
increase in mitochondrial ROS production induced by atenolol treatment,
decreases the free radical leak at complex | and the level of 8-oxodG in the

mtDNA.

* A low fatty acid unsaturation degree not only protects cellular membranes against
lipid peroxidation, it also lowers the generation of secondary radicals and toxic

lipid peroxidation products which can deleteriously modify proteins and DNA.
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