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RESUMEN

Introduccién: la restriccién calérica (RC) disminuye la producciéon
mitocondrial de radicales libres (MitROS) y el dafio oxidativo al
ADN mitocondrial (ADNmt) y aumenta la longevidad méaxima, pe-
ro no se conocen los mecanismos implicados. Hemos encontrado
que la restriccién de proteinas (RP) también produce esos cambios.
Varios hallazgos relacionan a la metionina con el envejecimiento,
y la restriccién de metionina (RMet) también aumenta, como la RC
y la RP, la longevidad méxima. Hemos hipotetizado, por tanto, que
la RMet es la causa del descenso en produccion de MitROS y es-
trés oxidativo que ocurre en la RP y la RC.

Material y métodos: ratas Wistar macho sometidas a RMet o ali-
mentadas ad libitum durante 7 semanas. Se aislaron mitocondrias
funcionales de corazén por centrifugacién. La respiracién mitocon-
drial se midié por polarografia con electrodo de Clark y la pro-
duccién de MitROS por fluorometria. El dafio oxidativo al ADNmt
(8-ox0dG) se midié por HPLC con deteccién electroquimica.
Resultados: la RMet disminuyé la produccién mitocondrial de ROS
en el complejo |, no cambié el consumo de oxigeno mitocondrial y
disminuyé los valores de la 8-0xodG en el ADNmt.

Conclusiones: los cambios observados en la produccién de MitROS
y la 8-0xodG durante la RMet son iguales a los observados pre-
viamente en la RC y la RP. Esto sugiere que el descenso en la in-
gestién de metionina es la causa del descenso en la generacién de
ROS y estrés oxidativo mitocondrial y de parte del descenso de ve-
locidad del envejecimiento que ocurre durante la restriccién caléri-
ca. La restriccion proteica (o de metionina) ofrece por primera vez
una intervencién aplicable a las poblaciones occidentales, incluida
la espafola, que es potencialmente capaz de retrasar en aproxi-
madamente un 20% la velocidad del proceso endégeno del enve-
jecimiento y de todas las enfermedades degenerativas asociadas a
él sin necesidad de disminuir en nada la ingesta calérica.
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Methionine dietary restriction decreases oxidative
stress in heart mitochondria

ABSTRACT

Introduction: caloric restriction (CR) decreases the production of mi-
tochondrial reactive oxygen species (MitROS) and oxidative dao-
mage to mitochondrial DNA (mtDNA) and increases maximum lon-
gevity, but the mechanisms responsible for these effects are
unknown. We have found that protein restriction (PR) also produces
these changes. Various findings link methionine to ageing; moreo-
ver, like CR, methionine restriction (MetR) increases maximum lon-
gevity. We hypothesized that MefR is responsible for the decrease
in MiROS generation and oxidative stress that takes place in PR
and CR.

Material and methods: male Wistar rats were subjected to methio-
nine restriction or fed ad libitum for 7 weeks. Functional heart mi-
tochondria were isolated by centrifugation. Mitochondrial respira-
tion was measured by polarography with a Clark electrode and
MitROS production was assayed by fluorometry. Oxidative dama-
ge to mDNA (8-oxodG) was measured by HPLC with electroche-
mical defection.

Results: MetR decreased MitROS generation at complex |, did not
change mitochondrial oxygen consumption, and decreased 8-
oxodG levels in mIDNA.

Conclusions: the changes induced by MetR in the rate of MitROS
generation and 8-oxodG are similar to those previously observed
in CR and PR. This suggests that the reduction in methionine inges-
tion is responsible for the decrease in mitROS production and oxi-
dative stress and part of the decrease in the rate of ageing that oc-
curs during caloric restriction. Protein (and methionine) restriction
provide the first possibility of an intervention that could be applied
to western populations, including the Spanish population. This type
of intervention could potentially delay the rate of ageing by appro-
ximately 20% and could decrease the incidence of all degenerati-
ve diseases without the need to reduce dietary caloric intake.

Key words
Mitochondria. Caloric restriction. Free radicals. Ageing. DNA da-
mage.
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INTRODUCCION

Multitud de estudios apoyan actualmente la teoria de
envejecimiento mitocondrial por radicales libres'2, con la
implicacién especial de la intensidad de produccién mito-
condrial de especies reactivas derivadas del oxigeno (Mit-
ROS). Se sabe que la produccién de MitROS es menor en
las especies animales longevas que en las de vida corta,
asi como en los animales sometidos a restriccion caldrica
(RC) frente a los alimentados ad libitum?23. El dafio oxida-
tivo a macromoléculas, incluido el ADN mitocondrial
(ADNmt), es también menor en las especies longevas y en
los animales restringidos2:4:5.

Sin embargo, no se sabe cual es el factor dietético que
causa el descenso en estrés oxidativo mitocondrial du-
rante la RC. Estudios recientes de nuestro laboratorio han
demostrado que ni la restriccién de hidratos de carbono®,
ni la restriccion de lipidos? cambian la produccion de Mit-
ROS, pero la restriccion de proteinas (RP) si la disminu-
ye8. Este descenso es independiente de la ingestion de
calorias, pero el componente proteico implicado no se
conoce. El descenso en produccién de MitROS ocurre es-
pecificamente en el complejo | de la cadena respiratoria,
disminuye la fuga porcentual de radicales libres (FRL) y
disminuye el dafio oxidativo al ADNmt8. Todos estos cam-
bios ocurren con una magnitud similar en la RC. Esto su-
giere que la disminucién de la ingesta de proteinas es la
causa de los descensos en produccion de ROS y estrés
oxidativo mitocondrial que ocurren durante la RC. Esto
estaria de acuerdo con estudios recientes que cuestionan
el consenso clasico que liga los efectos beneficiosos de la
RC a las calorias en si mismas, en vez de a componentes
especificos de la dieta®. Ademas, la inmensa mayoria de
los estudios realizados han encontrado que la RP también
aumenta la longevidad méaxima en roedores de laborato-
rio10-13, Dicho aumento tiene una magnitud de alrededor
de un 40% del encontrado durante la RC.

Por otra parte, se ha observado que la restriccion de
metionina (RMet) sin restriccién de calorias también au-
menta la longevidad maxima en ratas y ratones'#15 y mu-
chos otros tipos de investigaciones recientes relacionan a
la metionina con el envejecimiento. Teniendo en cuenta
toda esta informacién, planteamos la hipétesis de que el
descenso en la ingesta de metionina es la causa del des-
censo en produccion de ROS y estrés oxidativo mitocon-
drial que ocurre durante la RC y la RP, asi como de alre-
dedor de un 40% del aumento de longevidad que tiene
lugar durante la RC. Para poner a prueba esta hipdtesis,
en el presente trabajo se sometié a ratas macho a exacta-
mente el mismo protocolo dietético de RMet que se sabe
que aumenta su longevidad maxima'4. Las ratas contro-
les se alimentaron ad libitum. El tiempo de restriccion uti-
lizado (7 semanas) es el mismo que induce un descenso
en produccion de MitROS en ratas sometidas tanto a
RC'® como a RP8. Hemos valorado en las mitocondrias
cardiacas la tasa de produccion mitocondrial de ROS, la
intensidad del consumo de oxigeno mitocondrial, la FRL

porcentual y el dafio oxidativo al ADNmt valorado como
8-ox0-7,8-dihidro-2’deoxiguanosina (8-oxodG).

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar macho de 7 semanas de edad
procedentes de Iffa-Creddo (Lyon, Francia). Los animales
se estabularon en jaulas individuales con fotoperiodo
luz:oscuridad 12:12 222 + 2 °C y 50 + 10% de humedad
relativa. Las dietas semipurificadas utilizadas se obtuvie-
ron de MP Biochemicals (Irving, CA, Estados Unidos). La
dieta semipurificada de los animales controles (alimenta-
dos ad libitum) correspondié a la dieta AIN-93G del Institu-
to Americano de Nutricion: almidon vegetal 31,80%, saca-
rosa 31,80%, dextrina 5,00%, aceite de maiz 8,00%, fibra
no nutritiva 5,00%, L-arginina 1,12%, L-lisina 1,44%, L-
histidina 0,33%, L-leucina 1,11%, L-isoleucina 0,82%, L-
valina 0,82%, L-treonina 0,82%, L-triptéfano 0,18%, L-
metionina 0,86%, acido L-glutamico 2,70%, L-fenilalanina
1,16%, L-glicocola 2,33%, bitartrato de colina 0,20%,
mezcla vitaminica AIN 1,00%, y mezcla de minerales AIN
3,50%. Los animales restringidos en metionina recibieron
una dieta igual excepto por el contenido en L-metionina
que fue del 0,17% y el contenido en acido L-glutamico que
fue del 3,39%. Los animales controles recibieron cada dia
la misma cantidad de comida que los animales restringi-
dos en metionina habian ingerido como media el dia ante-
rior. Esto asegura que la ingesta calorica es igual en ambos
grupos. Después de 7 semanas de tratamiento dietético
se sacrifico a los animales por decapitacion.

Inmediatamente tras el sacrificio se obtuvieron mito-
condrias cardiacas funcionales, segun se ha descrito pre-
viamente?, excepto que las centrifugaciones se realizaron
a 1.000 g durante 10 min para eliminar los nucleos y res-
tos celulares y a 10.000 g para precipitar las mitocondrias.

La tasa de produccién mitocondrial de H,O, se estimo
a partir del aumento de fluorescencia (excitacion a
312 nm y emisién a 420 nm) debido a la oxidacion del aci-
do homovanilico por el H,O, en presencia de peroxidasa

TaBLA 1. Producciéon maxima de H,O, en presencia de
inhibidores de la cadena respiratoria en mitocondrias cardiacas
de ratas controles y restringidas en metionina

Control RMet I

PIR + ROT 35+0,3 2,7+0,2%

SUCC + AA

232+34

20,0 +2,6

AA: antimicina A; PIR: piruvato/malato; RMet: restriccién de
metionina; ROT: rotenona; SUCC: succinato.

Los valores son medias + SEM de 7-8 animales diferentes y se
expresan en nanomoles de H,0,/min mg de protefna mitocondrial.
*p < 0,05 entre grupos control y RMet.
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de rabano'’. Las condiciones de reaccion fueron 0,25 mg
de proteina mitocondrial por ml, 6 U/ml de peroxidasa de
rabano, acido homovanilico 0,1 mM, 50 U/ml de supero-
xido dismutasa, y 2,5 mM piruvato/2,5 mM malato, o 5
mM succinato + 2 yM rotenona como sustratos, en tam-
pon de incubacion (CIK 145 mM, Hepes 30 mM, PO, KH,
5 mM, CI,Mg 3 mM, EGTA 0,1 mM, albumina 0,1%, pH
7,4) a 37 °C, en un volumen total de 1,5 ml. En todos los
experimentos realizados con succinato se sobreentiende
que succinato quiere decir “succinato+2 pM rotenona”.
Aparte de esto, en algunos experimentos se afiadio rote-
nona (2 M) o antimicina A (2 uM) para valorar la produc-
cién maxima de MitROS (tabla 1). La reaccién se detuvo
con 0,5 ml de una solucién de glicocola 2 M, NaOH 2,2 M,
EDTA 50 mM vy transfiriendo las muestras a un bafo de
hielo. La fluorescencia se midié en un fluorimetro Perkin-
Elmer LS50B. Se utilizé6 como estandar el H,O, generado
por cantidades conocidas de glucosa y glucosa oxidasa.
Puesto que las medidas se realizaron en presencia de su-
peréxido dismutasa, representan la produccion total de
ROS (superoxido mas peroxido de hidrégeno).

El consumo de oxigeno mitocondrial se midi6 a 37 °C
con un electrodo de oxigeno de Clark (Hansatech, Reino
Unido) en el mismo medio de incubacion utilizado para las
medidas de produccion de H,0,. Las medidas se realiza-
ron en ausencia (estado 4, reposo) y en presencia (estado
3, fosforilante) de ADP 500 pM. La FRL porcentual se cal-
culé como la produccion de H,0, dividida por 2 veces el
consumo de oxigeno y el resultado se multiplicé por 100.

El ADNmt se aisl6 a partir del tejido cardiaco por el mé-
todo de Latorre'® adaptado a mamiferos’®. La digestion
del ADN vy las condiciones cromatogréaficas se realizaron
esencialmente seguin el método de Loft y Poulsen?0. Para
la separacion por HPLC se utilizé una columna Beckman
Ultrasphere ODS (5 y, 4,6 mm x 25 cm), una bomba Wa-
ters 510 y un detector Coulochem Il con célula analitica
5011 para la deteccion de la 8-oxodG. La base no oxidada
dG se detecto6 con un detector Bio-Rad 1806 UV a 254 nm.

RESULTADOS

La restriccion de metionina en la dieta disminuyo signifi-
cativamente la produccion de H,O, de las mitocondrias
cardiacas con piruvato/malato como substratos en un
36% por debajo de los valores de los controles (fig. 1). En
cambio, cuando se utilizé succinato (+ rotenona) como
sustrato, no se observaron diferencias entre las mitocon-
drias de los grupos control y RMet (resultados no mostra-
dos). Sin embargo, cuando los experimentos con succina-
to como substrato se repitieron en ausencia de rotenona,
la tasa de produccion de H,O, del grupo RMet fue de nue-
vo significativamente menor que la de los controles.

Las tasas maximas de produccion de H,0, se midieron
utilizando combinaciones adecuadas de substratos e in-
hibidores de la cadena respiratoria (tabla 1). La produc-

Produccién mitocondrial de ROS
nmol de H,0,/min X mg de protefna (% del control)

[ Control
125- 1 RMet

o] |
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Figura 1. Intensidad de produccion de H,0, de mitocondrias
cardiacas en ratas controles y restringidas en metionina (RMet). PIR:
piruvato/malato; SUCC-ROT: succinato sin rotenona. Valores en el
grupo control: 0,25 + 0,03 (PIR); 7,24 + 1,00 (SUCC-ROT). Los
valores son medias + SEM de 6-8 animales diferentes. Diferencias
significativas entre grupos control y RMet. “p < 0,01; bp < 0,05.
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Figura 2. Fuga de radicales libres (FRL %) de mitocondrias cardiacas
en ratas controles y restringidas en metionina (RMet). La FRL es el
porcentaje del flujo electronico total en la cadena respiratoria que da
lugar a formacion de radicales de oxigeno (ver la seccion de Material
y métodos). PIR: piruvato/malato. Los valores son medias + SEM de
6-8 animales diferentes. Diferencias significativas entre grupos control
y RMet. *p < 0,05.

cion de H,0, de las mitocondrias cardiacas disminuy6
significativamente en el grupo RMet en presencia de piru-
vato/malato + rotenona, situacién que da lugar a la reduc-
cion electronica completa del complejo . Sin embargo, en
presencia de succinato + antimicina A, que da lugar a la
reduccién completa del complejo lll, las diferencias ob-
servadas no alcanzaron la significacion estadistica.

336 Rev Esp Geriatr Gerontol. 2006;41(6):334-9



Caro P et al. LA RESTRICCION DE METIONINA EN LA DIETA DISMINUYE EL ESTRES OXIDATIVO EN MITOCONDRIAS DE CORAZON

[ Control
6 [ RMet
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|

Figura 3. Daiio oxidativo en el ADN mitocondrial, estimado como
8-0x0dG, en el corazon de ratas controles y restringidas en metionina
(RMet). Los valores son medias + SEM de 6-7 animales diferentes.
Diferencias significativas entre grupos control y RMet. *p < 0,01.

TaBLA 2. Consumo de oxigeno de mitocondrias cardiacas
de ratas controles y restringidas en metionina

Control RMet I

PIR (E4) 26+5 34+5

PIR (E3) 123+ 16 185 + 3%
SUCC (E4) 86 + 18 125 £ 15
SUCC (E3) 137 + 30 218 + 48

E3: estado 3 (sustrato + ADP); E4: estado 4 (sustrato sin ADP); PIR:
piruvato/malato; RMet: restriccion de metionina; SUCC: succinato.
Los valores son medias + SEM de 7-8 animales diferentes y se
expresan en nanomoles de O,/min mg de proteina mitocondrial.

*p < 0,05 entre los grupos control y RMet.

El consumo de oxigeno con piruvato/malato aumenté
significativamente en el grupo RMet en estado 3 pero no
en el estado 4 (tabla 2). En presencia de succinato (+ ro-
tenona) no se detectaron diferencias significativas entre
los grupos control y RMet ni en el estado 3 ni en el estado
4 (tabla 2).

El porcentaje de electrones de la cadena respiratoria
que dan lugar a la formacién de radicales libres (la FRL)
disminuy® significativamente en el grupo RMet en un 57%
por debajo de los controles cuando se utilizd piruvato/
malato (fig. 2), pero no cuando se utilizé succinato (resul-
tados no mostrados) como substrato.

La concentracion de 8-oxodG en el ADNmt disminuy6
en el grupo RMet en un 35% por debajo de los controles

(fig. 3).

DISCUSION

En este trabajo se demuestra que la restriccion de me-
tionina disminuye la produccion mitocondrial de ROS y el
dafo oxidativo al ADNmt en el corazén de rata. Esto su-
giere que el descenso en la ingesta de metionina es la
causa de estos mismos cambios que se sabe que se dan
durante la restriccion calérica.

La restriccion de calorias es la manipulacién experimen-
tal mejor conocida que disminuye la velocidad del enveje-
cimiento, pero no se conocen sus mecanismos de accion.
Los estudios realizados hasta la fecha, que son abundan-
tes, estan de acuerdo en que la RC disminuye la genera-
cion de MitROSS8, lo que sugiere que éste puede ser uno
de los mecanismos principales. Pero no se sabe cual es el
componente de la dieta que causa esta disminuciéon. Un
estudio reciente de nuestro laboratorio® encontré que la
RP también disminuye la generacion de MitROS en el
complejo |, hace descender el FRL y disminuye la 8-oxodG
en el ADNmt en mitocondrias de rata de tal forma que mi-
metiza a la RC tanto cuantitativa como cualitativamente.
En cambio, ni la restriccion de hidratos de carbono® ni la
de lipidos” modifican estos parametros. Al intentar encon-
trar el componente proteico que causa el descenso en
MitROS durante la RC y la RP, nos hemos centrado en la
metionina, ya que varios tipos de evidencias relacionan
actualmente a este aminoéacido con el envejecimiento. Asi,
se sabe que la RMet sin restricciéon calérica aumenta la
longevidad maxima de ratas y ratones'# 1521, igual que
ocurre en la RP19-13, aunque el efecto de la RP sobre la
longevidad es menor que el de la RC. Ademas el conteni-
do en metionina de las proteinas correlaciona inversamen-
te con la longevidad méaxima en los mamiferos?2, lo que
tiene sentido puesto que la metionina es uno de los ami-
nodcidos mas sensible al ataque por ROS que la oxidan
formando sulfoxido de metionina?3. También se sabe que
la suplementaciéon con metionina en la dieta dafia érganos
vitales (como el aparato cardiovascular), aumenta su es-
trés oxidativo?+2% y se han encontrado efectos negativos
analogos en ratas alimentadas con dietas ricas en protei-
nas?6. Por otra parte, los ratones knockout para la metio-
nina sulféxido reductasa A (enzima que reduce la metioni-
na sulféoxido a metionina en una reacciéon dependiente de
tiorredoxina) muestran aumentos en el dafo oxidativo a
proteinas y un descenso de longevidad maxima?23, mien-
tras que la sobreexpresion de esta enzima en Drosophila
aumenta su longevidad?’. La sobreexpresion de la tiorre-
doxina también aumenta la longevidad en ratones?® y los
ratones mutantes longevos Ames también parecen tener
alterado el metabolismo de la metionina?®.

En el presente trabajo, de acuerdo con la hipotesis
planteada, hemos observado que la RMet, al utilizar el
mismo protocolo dietético que aumenta la longevidad
méaxima de la rata'#, disminuye la produccién de MitROS,
el FRL y el dafio oxidativo al ADNmt, de modo similar a lo
que se ha observado tanto en la RP8 como en la RC34:16,
El descenso en la generacién de ROS ocurri6 sélo en el
complejo I, ya que se dio con piruvato/malato, pero no
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con succinato (+ rotenona) como sustrato, y también tuvo
lugar cuando las medidas con succinato se realizaron en
ausencia de rotenona (lo cual permite el flujo reverso de
electrones desde el succinato al generador de ROS del
complejo |). Es interesante observar que en estudios pre-
vios el descenso en generacion de ROS de las mitocon-
drias cardiacas durante la RC y la RP también ocurre ex-
clusivamente en el complejo 148, Los descensos en
produccion de MitROS y FRL encontrados en este traba-
jo podrian deberse, en principio, no solamente a la RMet,
sino también a la suplementacién compensadora de la
dieta con glutamato (ver la seccion de “Material y méto-
dos”). Sin embargo, en estudios posteriores no publica-
dos realizados en nuestro laboratorio hemos realizado la
RMet sin modificar ni el glutamato ni ningun otro compo-
nente de la dieta de forma significativa, y de nuevo hemos
observado descensos similares en produccién de MitROS
y en el FRL, esta vez sin cambios en el consumo de oxi-
geno mitocondrial (lo mismo que ocurre en la RC y en la
RP). Esto demuestra que estos descensos se deben a la
RMet en la dieta, no a la adicién de glutamato.

En cuanto a la causa del descenso en produccién de
MitROS, se ha sugerido que podria estar implicada una
disminucion en la concentracién del complejo 139, lo que
esta de acuerdo con resultados recientes obtenidos por
nuestro grupo en colaboracion con el del Dr. R. Pamplona
en la Universidad de Lleida. Un descenso en la concen-
tracién de complejo I, en principio, disminuiria la genera-
cién de MitROS sin modificar el FRL, a menos que se pro-
duzca una redistribucion parcial en el porcentaje de
entrada de electrones a la cadena respiratoria, desde el
complejo | (que produce ROS) a favor del complejo Il (que
no los produce), posibilidad que en la actualidad esté en
estudio en nuestros 2 laboratorios. Las mitocondrias del
grupo RMet no solo producen menos ROS por unidad de
tiempo, sino que también producen menos ROS por uni-
dad de flujo electrénico en la cadena respiratoria, analo-
gamente a lo que se ha observado en la RC*16y en la RP8
en rata, asi como en especies animales longevas en com-
paracién con las de vida corta3'. En todos estos modelos
de envejecimiento lento las mitocondrias son mas eficien-
tes, ya que producen menos ROS sin necesidad de dis-
minuir el consumo del oxigeno (y la produccion de ener-
gia), lo que es de gran interés.

Estudios recientes de 2 grupos independientes indican
que en la RC se produce un incremento acusado de la
biogénesis mitocondrial®? en todos los tejidos estudiados
en roedores, al valorar los factores de transcripcién y co-
activadores PGC1-a, NRF-1 y -2, Tfam y las mitofusinas
mfn-1 y -2, acompafiado de incrementos®2 o manteni-
miento33 del consumo de oxigeno y de un incremento en
la eficiencia de las mitocondrias en la produccién de ATP
por unidad de flujo electronico®3. Nuestro grupo tiene en
marcha estudios que pretenden integrar todos estos da-
tos junto con los descritos en este trabajo para la RMet y
los previos en la RC y la RP, para poder tener una vision
de conjunto de lo que ocurre cuando el animal se adapta,

en el ambito molecular y metabdlico, a la restriccion de
dieta y disminuye la velocidad de su envejecimiento. Es
muy interesante que un estudio reciente del grupo de Ri-
chie et al'* (el que descubrié que la RMet alarga la longe-
vidad maxima de la rata)'4 ha observado que exactamen-
te el mismo procedimiento de RMet utilizado aqui, y en su
trabajo seminal (que es isocalorico) evita en la rata los au-
mentos de triglicéridos y de colesterol que ocurren con la
edad, disminuye (como la RC) la concentracién de insuli-
na e IGF-1 en plasma, disminuye la respuesta de la insuli-
na en test de tolerancia a la glucosa, y hace descender en
un 70% el contenido de grasa visceral34.

Se puede considerar también otro mecanismo que pue-
de estar implicado en el descenso de produccion de Mit-
ROS en la RMet. Se ha descrito que al afiadir glutation
oxidado al complejo | mitocondrial aislado se produce un
incremento en su intensidad de generacién de ROS®, y lo
mismo ocurre tras afadir homocisteina a mitocondrias
cardiacas de rata®®. Esto sugiere que la produccion de
MitROS puede estar regulada por tioles. Los efectos toxi-
cos de la metionina en la dieta se han relacionado con su
conversion en homocisteina y con aumentos en los valo-
res de esta uUltima molécula en el organismo?437. La ho-
mocisteina, en contraste con la metionina, tiene un grupo
tidlico libre que puede reaccionar con tioles proteicos, y
dar lugar a la formacion de disulfuros mixtos. Asi pues, es
posible que la RMet ocasione descensos en la concentra-
cién de homocisteina en la matriz mitocondrial que dismi-
nuirian a su vez el grado de tiolizacion del complejo | y por
tanto su produccion de ROS. En relacion con este posible
mecanismo, es muy interesante que los valores de homo-
cisteina aumentan con la edad en el hombre y represen-
tan un factor de riesgo para el desarrollo de enfermeda-
des degenerativas asociadas a radicales libres durante el
envejecimiento®8.

Por ultimo, en relacion con el daio oxidativo, en este
trabajo hemos observado que la RMet disminuye la con-
centracion de 8-oxodG en el ADNmt cardiaco por debajo
de los valores basales de los animales controles. Esto
también ocurre con una intensidad similar tanto en la
RC*16 como en la RP8. El descenso en 8-oxodG (de un
35%) en la RMet esta también de acuerdo con la menor
generacion de MitROS (36% menor) observada en esta
manipulacion dietética. Todo esto refuerza la idea de que
el descenso en la ingestion de metionina es la causa del
descenso en estrés oxidativo mitocondrial que tiene lugar
durante la RC*16 y |]a RP8. Resumiendo, los resultados de
este trabajo muestran que la RMet, analogamente a las
RC y RP, disminuye la tasa de generacion mitocondrial de
radicales libres, aumenta la eficiencia de la cadena respi-
ratoria en evitar la fuga univalente de electrones hacia el
oxigeno y disminuye los valores de dafio oxidativo en el
ADNmt. Esto sugiere que el descenso en produccién de
ROS y estrés oxidativo mitocondrial que ocurre durante la
RC puede deberse al descenso en la ingesta de una sola
molécula, la metionina. Esta molécula seria también la
causa de una parte importante del descenso de velocidad
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del envejecimiento que tiene lugar durante la RC. Los ex-
perimentos de RMet descritos en el presente estudio son
parte de un trabajo mas amplio publicado recientemente
en una revista de amplia difusién internacional®®. Todos
los experimentos de RMet realizados o citados en este
trabajo, tomados conjuntamente, indican que dispone-
mos por primera vez de una manipulacion practicable (la
RP o la RMet) en la dieta que retrasa el envejecimiento de
los mamiferos en un 20% con la disminucion de la inci-
dencia de todas las enfermedades degenerativas, sin ne-
cesidad de disminuir en nada la ingesta calérica. Esto es
de gran importancia, sobre todo porque la ingesta protei-
ca media (y por lo tanto también la de metionina) de las
poblaciones humanas occidentales (2 g de proteina/kg de
peso y dia en los Estados Unidos), incluida la espafiola
(1,8 g/kg y dia), es muy superior a la recomendada por
instituciones como la Organizacion Mundial de la Salud
desde hace muchos afios. Hay pues un amplio margen
para la disminucion de la ingesta proteica de estas pobla-
ciones libre de riesgos de malnutricion proteica.
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